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POVZETEK  
Podatki kažejo, da sta najpogostejša presnovna bolezen kosti, osteoporoza, in 
najpogostejša degenerativna bolezen sklepov, osteoartroza, verjetno povezani z motnjami v 
regulatornem sistemu OPG/RANK/RANKL. RANKL, osrednja tema te magistrske naloge, 
je protein, odgovoren za aktivnost, diferenciacijo in preživetje osteoklastov in s tem 
posledično za proces kostne premene. Pri omenjenih boleznih namreč povečano izražanje 
gena RANKL pospeši osteoklastogenenzo in razgradnjo kostnine. V genu za RANKL so 
odkrili številne genetske variacije, ki vplivajo na sintezo in/ali aktivnost tega proteina. 
Namen te naloge je bil ugotoviti, ali polimorfizma rs2296533 (SNP 1) in rs7984870 (SNP 
2) vplivata na izražanje gena RANKL v humanem kostnem tkivu bolnikov z osteoporozo 
in osteoartrozo. V raziskavo smo vključili 166 slovenskih preiskovancev, ki smo jih 
razdelili v 3 skupine: preiskovanci z osteoporozo (OP) (n = 75), preiskovanci z 
osteoartrozo (OA) (n = 54) in zdravi preiskovanci (n = 24). DNA smo izolirali iz vzorcev 
krvi ter izvedli analizo dveh enonukleotidnih polimorfizmov (SNP), in sicer SNP 1 in SNP 
2. Za analizo obeh polimorfozmov smo uporabili genotipizacijo s PCR-TaqMan sondami. 
Določili smo alelne in genotipske frekvence SNP 1 in SNP 2 slovenskih preiskovancev in 
ovrednotili njun klinični pomen. Ugotovili smo, da so bile genotipske frekvence pri obeh 
polimorfizmih primerljive (TT : TC : CC = 22,3 : 57,2 : 20,5 za SNP 1 in GG : GC : CC = 
22,3 : 57,8 : 19,9 za SNP 2) ter da so se pari genotipov pojavljali sočasno, in sicer v 99,4 
%. Redkejši alel je bil alel C (za oba SNP) in se je pojavljal z alelno frekvenco 49,1 % v 
primeru SNP 1 in 48,8 % v primeru SNP 2. Frekvenci genotipov nakazujeta vezano 
dedovanje obeh SNP skupaj, zato nas je zanimalo, ali tudi enako vplivata na izražanje gena 
za RANKL. Statistična analiza Kruskal-Wallisovega testa je pokazala, da se izražanje gena 
RANKL statistično značilno ne razlikuje v odvisnosti od genotipa, se pa statistično 
značilno pričakovano razlikuje v odvisnosti od diagnoze v primeru obeh SNP, in sicer je 
pri OP in OA pričakovano značilno višje. Zaključimo lahko, da je povečano izražanje gena 
RANKL pri preiskovancih z osteoporozo signifikantno v primerjavi z zdravimi 
preiskovanci. Pri preiskovancih z osteoartrozo pa smo ugotovili le statistično značilno 
večjo frekvenco mutiranega alela v primerjavi z zdravimi preiskovanci. Oba zaključka 
nakazujeta, da proučevana genetska polimorfizma v genu za RANKL prispevata h genetski 
nagnjenosti k osteoartrozi in osteoporozi. 
Ključne besede: osteoporoza, osteoartroza, RANKL, PCR-TaqMan   
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ABSTRACT 
Osteoporosis, one of the most common metabolic bone disorders, and osteoarthritis, the 
common degenerative joint disease, are conditions in which, according to available data, 
the OPG/RANK/RANKL system dysfunction is most likely involved. The focus of this 
master thesis is RANKL, the protein responsible for activity, differentiation and survival of 
osteoclasts, and consequently, for the process of bone turnover. In the aforementioned 
diseases, the increased RANKL gene expression increases osteoclastogenesis and bone 
deterioration. A number of genetic variations affecting the synthesis and/or activity of this 
protein have been identified in the RANKL gene. The aim of this thesis was to determine 
whether gene polymorphisms rs2296533 (SNP 1) and rs7984870 (SNP 2) have any impact 
on the expression of RANKL in human bone tissue of osteoporotic and osteoarthritic 
subjects. The study included 166 subjects, divided into three groups: subjects with 
osteoporosis (OP) (n = 75), subjects with osteoarthritis (OA) (n = 54) and healthy subjects 
(n = 24). We extracted DNA from blood samples and analyzed two single nucleotide 
polymorphisms SNP1 and SNP2, using genotyping with hydrolysis probes. Allelic and 
genotypic frequencies of SNP 1 and SNP 2 were determined for Slovenian subjects and 
their clinical significance was evaluated. We discovered that the frequency of genotypes 
for both polymorphisms in the Slovenian population is similar (TT : TC : CC = 22,3 : 57,2 
: 20,5 for SNP1 and GG : GC : CC = 22,3 : 57,8 : 19,9 for SNP2) and that the genotype 
pairs occur together in 99,4 %. The minor allele was allele C for both SNPs and is 
occurring with an allele frequency of 49,1 % in the case of SNP1 and 48,8 % in the case of 
SNP2. Frequencies of genotypes indicate linkage equilibrium of both SNPs, so we 
wondered whether they have the same effect on RANKL gene expression. The statistical 
analysis with the Kruskal–Wallis test showed that the RANKL gene expression is not 
statistically significantly different between the genotypes. However, there is a statistically 
significant difference between the diagnoses, namely the expression is as expected higher 
in OP and OA. In conclusion, there is a significantly higher expression of RANKL in the 
subjects with OP when compared with healthy subjects. In the OA group, only the 
frequency of mutated allele is significantly higher when compared with healthy subjects. 
Both conclusions indicate that the studied polymorphisms in the RANKL gene contribute 
to the susceptibility to osteoporosis and osteoarthritis.  
Key words: osteoporosis, osteoarthritis, RANKL, PCR-TaqMan  
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1 UVOD  
1.1 Kostna premena  
Skelet je metabolno aktiven organ, sestavljen iz mineraliziranega kostnega matriksa, ki je 
skozi življenjski cikel podvržen neprestani kostni premeni. Pomen kostne premene je 
vzdrževanje strukturne integritete skeleta, ohranjanje prožnosti in trdnosti kosti ter 
homeostaze nivoja kalcija, fosforja in magnezija. Kostna premena je cikel, ki ga opravljata 
dva tipa kostnih celic: osteoblasti in osteoklasti, prvi izgrajujejo nov osteoid, slednji pa so 
odgovorni za resorpcijo oz. razgradnjo kostnega tkiva. Osteoblasti nastajajo iz 
mezenhimskih matičih celic (angl. mesenchymal stem cells), ki se najprej pretvorijo v 
osteoprogenitorske celice, nato v nezrele in končno v zrele osteoblaste. [1] Osteoklasti pa 
nastajajo iz krvotvornih matičnih celic (angl. hematopoietic stem cells) kostnega mozga, 
po liniji multipotentnih matičnih celic mieloidne vrste. Po tej liniji nastajajo tudi makrofagi 
in dendritične celice, slednje naj bi po nekaterih študijah izkazovale sposobnost, da se pod 
vnetnimi pogoji pretvorijo v osteoklaste. [2]  
 
Slika 1: Diferenciacija kostnih celic (prirejeno po [3]). 
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Strogo nadzorovan cikel kostne izgradnje in razgradnje poteka neprestano, vsako 
neravnovesje med procesoma lahko povzroči spremembe v kostnem tkivu. Povišana 
osteoklastna aktivnost lahko privede do pomenopavzne osteoporoze, revmatoidnega 
artritisa, Pagetove bolezni, kostnih metastaz in hiperkalciemije pri malignih boleznih. 
Osteoblasti, ki sintetizirajo organski matriks, nadzorujejo tudi osteoklastno aktivnost in 
njihovo diferenciacijo. Stik osteoblastov in celic predhodnic osteoklastov sproži 
osteoklastogenezo, tvorbo večjedrnih osteoklastov. Stik in komunikacija med celicami sta 
nujno potrebna za tvorbo funkcionalnih osteoklastov. Ravnovesje med osteoblastno-
osteoklastno aktivnostjo pa regulirajo tudi fizični parametri, kot so mehanski dražljaji in pa 
številni polipeptidi, kot so hormoni in citokini. [4] 
1.2 Molekularna triada OPG/RANK/RANKL 
Eden izmed najpomembnejših sistemov, odgovornih za osteoblastno-osteoklastno 
interakcijo in s tem tudi za osteoklastogenezo, je molekularna triada OPG/RANK/RANKL, 
citokinski sistem iz naddružine tumor nekrotizirajočega faktorja (angl. tumor necrosis 
factor super family – TNFSF). [4] Signalizacija med RANKL/RANK-om uravnava tvorbo 
večjedrnih osteoklastov iz njihovih predhodnikov, njihovo aktivacijo in preživetje tekom 
kostne premene. Interakcija med RANKL-om in OPG pa je pomembna za ohranjanje 
kostne mase in skeletne integritete. [5] 
1.2.1 Glavne karakteristike  
1.2.1.1 RANKL  
Ligand receptorja za aktivacijo jedrnega dejavnika kapa B (angl. Receptor activator of 
nuclear factor kappa-Β ligand – RANKL) je homotrimerni transmembranski protein, ki z 
vezavo na RANK poveča število in aktivnost osteoklastov [4], spodbuja njihovo 
diferenciacijo in preživetje ter s tem uravnava proces kostne premene. Glavni vir RANKL-
a so osteociti. [6] RANKL pa se poleg na celicah osteoblastne linije izraža tudi na 
stromalnih celicah kostnega mozga, aktiviranih celicah T, celicah B, dendritičnih celicah, 
sinovialnih fibroblastih, vaskularnih endotelijskih celicah, hondrocitih in epitelnih celicah 
mlečnih žlez ter nekaterih vrstah rakavih celic. [7, 8] RANKL tako ne sodeluje samo pri 
kostni premeni, ampak ima vlogo tudi pri adaptivnem oz. pridobljenem imunskem sistemu, 
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laktaciji in pri proliferaciji nekaterih rakavih obolenj (rak dojke in prostate in 
osteosarkom). [5]  
V človeškem organizmu je RANKL sestavljen iz N-terminalne citoplazemske domene, 
transmembranske domene in zunajcelične domene, domena za vezavo liganda. RANKL 
nima signalnega peptida [6]. Obstajajo tri izo oblike RANKL-a, transmembranski protein 
tipa II ter dve obliki topnega proteina, to sta primarno izločena oblika in zunajcelična 
oblika. [9] RANKL1 je transmembranska oblika s celotno dolžino proteina, RANKL2 je 
krajša transmembranska oblika brez intra-citoplazemske domene, RANKL3 pa je topna 
oblika brez N-terminalne domene. [4, 6] Topna oblika proteina se tvori ali s proteolitično 
cepitvijo transmembranske oblike RANKL-a ali neposredno v celici z alternativnim 
izrezovanjem, ki ji sledi ekskrecija proteina v zunajceličnino. [9] In vitro študije so 
pokazale, da lahko topno obliko RANKL-a pridobimo s proteinazami TNF-alfa konvertazo 
(TACE), disintegrinom, metaloproteinazo (ADAM) 10 in metaloproteinazo (MMP) 7 in 
14, ki naj bi bila najpomembnejša med njimi. [6, 8] Topna oblika proteina je merljiva v 
serumu in služi kot označevalec aktivnosti osteoklastov, s tem tudi intenzivnosti kostne 
razgradnje. [7] 
 
1.2.1.2 RANK 
Receptor za aktivacijo jedrnega dejavnika kapa B (angl. Receptor activator of nuclear 
factor kappa-Β – RANK) v tej triadi predstavlja homotrimerni transmembranski protein 
tipa I, ki je sestavljen iz signalnega peptida, C-terminalne citoplazemske domene, 
transmembranske domene in N-terminalne zunajcelične domene s štirimi s cisteinom 
bogatimi psevdoponovitvami in z dvema mestoma za N-glikozilacijo [6, 9]. Slednja je 
odgovorna za interakcije z RANKL-om in sproženje trimerizacije receptorja. [6] Izraža se 
na površini osteoklastov, hondrocitih, fibroblastih, endotelijskih celicah, makrofagih in 
dendritičnih celicah. [7] Poleg tega se izraža tudi na celicah raka dojk in prostate, tumorja z 
velikim potencialom za metastaziranje na kosti. [10] 
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1.2.1.3 OPG 
Osteoprotegerin (OPG) je topen protein s štirimi s cisteinom bogatimi psevdoponovitvami. 
[9] Ima vlogo vabe za RANKL, preprečuje vezavo vseh oblik RANKL-a na receptor 
RANK in s tem pripomore k zmanjšani osteoklastogenezi in posredno razgradnji kosti. 
Poleg tega inhibira tudi diferenciacijo osteoklastov in inhibira njihovo aktivacijo ter 
inducira njihovo apoptozo. [4] Ima signalni peptid, s pomočjo katerega poteka 
homodimerizacija z disulfidno vezjo, nato se signalni peptid odcepi, poteče N-glikozilacija  
in homodimer se izloči iz celice. Za razliko od ostalih predstavnikov OPG nima niti 
hidrofobne transmembranske niti citoplazemske domene. [9] Izraža se na celicah 
osteoblastne linije, v stromalnih celicah kostnega mozga, fibroblastih, endotelijskih 
celicah, celicah gladkega mišičja. OPG, izoliran iz seruma, odraža predvsem intenzivnost 
osteoklastogeneze [7], razmerje med RANKL/OPG pa intenzivnost kostne resorpcije in je 
tako determinanta kostne mase in njene strukturne integritete. [4, 10] Večje je razmerje 
med njima, hujša je oblika osteolize. [4]  
Preglednica I: Glavne karakteristike molekularne triade OPG/RANK/RANKL (prirejeno 
po [4]). 
Akronim    TNF 
nomenklatura 
gena, ki kodira 
protein  
Lokacija na 
humanem 
kromosomu 
Velikost proteina, 
molekulska masa, 
stehiometrija 
 
OPG TNFRSF11B 8q24 401 AK 
55 kDa 
Topen monomer in 
dimer 
 
 
RANK 
 
 
 
 
RANKL 
TNFRSF11A 
 
 
 
 
TNFSF11 
 
18q22.1 
 
 
 
 
13q14 
616 AK 
90 kDa 
Transmembranski 
trimer 
 
317 AK 
35-45 kDa 
Topen monomer in 
transmembranski 
trimer 
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1.2.2 Izražanje gena RANKL v celicah, pomembnih za osteoklastogenezo 
Gen za RANKL so odkrili pri različnih vrstah in se od vrste do vrste razlikuje. Pri sesalcih 
se gen, ki kodira RANKL, nahaja na kromosomu 13 in je sestavljen iz 5 eksonov dolžine 
33,9 kb. Za izražanje gena je pomembna tudi intergenska regija, ki se nahaja v smeri 5` 
konca od gena za RANKL. Ta vsebuje različne regulatorne elemente, ki pošiljajo signale 
za sproženje ali zaustavitev prepisovanja oz. transkripcije RANKL-a. Celice, ki 
kontrolirajo izražanje gena RANKL in so obenem pomembne tudi za tvorbo osteoklastov, 
so celice osteoblastne linije, hondorciti in limfociti. [8] 
V celicah osteoblastne linije so pomembni stimulatorji paratiroidni hormon (PTH), vitamin 
D in različni citokini. Izražanje gena RANKL v osteoblastnih celicah najmočneje spodbudi 
PTH preko aktivacije poti cAMP z aktivacijo protein kinaze A (PKA), ki nato v jedru 
celice aktivira transkripcijski faktor CREB (angl. cAMP response element-binding 
protein). Kalcitriol, aktivna oblika vitamina D, deluje preko aktivacije na vitamin D 
odzivnih elementov (angl. vitamin D response elements – VDREs). Citokini, ki imajo 
gp130 signalni pretvornik, aktivirajo transkripcijske dejavnike STAT in MAPK signalne 
poti. Raziskave kažejo, da bi signalna pot Wnt, ki je pomembna pri izražanju OPG-ja, 
lahko bila pomembna tudi pri izražanju RANKL-a. [8] Transkripcijska faktorja BMPs in 
RUNX2 sta oba sposobna stimulirati diferenciacijo osteoblastov, mineralizacijo kosti in 
kostno premeno, nekatere raziskave pa kažejo celo na to, da delujeta povezano. BMPs, ki 
spada v naddružino TGF-beta, deluje preko aktivacije SMAD proteinov in drugih signalnih 
transdukcijskih poti za stimulacijo izražanja RANKL-a, ki stimulirajo zorenje 
osteoprogenitornih celic do zrelih osteoblastov. RUNX2 spodbudi specifično izražanje 
osteoblastov tako, da se direktno veže na spodbujevalce na tarčnih genih. [11] Sodeluje pri 
enhondralni osifikaciji kosti, pri vaskularizaciji hrustanca in pri pretvorbi hrustanca v 
kostnino. [10] Pomemben transkripcijski dejavnik pri diferenciaciji osteoblastov je tudi 
osterix, katerega izražanje je prav tako uravnavano preko RUNX2. [1] 
Vitamin D igra pomembno vlogo tudi v hondrocitih, saj se ob pomankanju vitamina D 
zmanjša izražanje gena RANKL. Tako kažejo raziskave na miših, katerim so odstranili 
vitamin D. BMPs naj bi v hondrocitih deloval sam, sposoben je spodbuditi diferenciacijo 
hondrocitov, ne more pa sprožiti mineralizacije hrustanca. [8] 
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Znano je tudi, da je RANKL povezan z imunskim sistemom in vnetnimi procesi, njegova 
vloga v njem pa še ni povsem razjasnjena. Močno se izraža predvsem v T-limfocitih, ki so 
sposobni tako spodbuditi kot tudi popolnoma zavreti tvorbo osteoklastov. Vendar limfociti 
T niso edini, ki povzročajo izgubo kostnine kot posledico vnetja, saj se vnetni odziv sproži 
tudi ob pomanjkanju T-celic. [8] 
1.2.3 RANK signalna pot za diferenciacijo in aktivacijo osteoklastov 
Osteoklastogeneza se sproži, ko osteoblasti ter ostale pomožne celice začnejo izločati 
RANKL, esencialen element za diferenciacijo osteoklastov in makrofagne kolonije 
stimulirajoči faktor (angl. Macrophage colony-stimulating factor – M-CSF). M-CSF sproži 
proliferacijo osteoklastnih prekurzorjev in spodbuja preživetje in gibljivost zrelih 
osteoklastov. [8] Poleg tega M-CSF poveča izražanje gena RANKL. [12] RANKL sproži 
diferenciacijo osteoklastov, nato ohranja njihovo aktivnost in spodbuja preživetje. [8]  
Ker RANKL sam ne more aktivirati protein kinaze, ki sproži signalizacijo, je pomembna 
vezava faktorjev, povezanih s TNF-receptorjem (angl. TNF receptor associated factors – 
TRAFs), na specifična mesta na C-terminalnem koncu v citoplazemski domeni RANK. 
Čeprav se lahko na receptor RANK vežejo tudi ostali predstavniki faktorja, povezanega s 
TNF-receptorjem (angl. TNF receptor associated factor – TRAF), je za nas pomemben 
samo TRAF6, katerega signalna pot je predstavljena na sliki 2. [10] RANK ima 3 vezavna 
mesta za TRAF6, kar je 3 x več kot jih ima CD40. Ni pa še povsem jasno, zakaj ima 
RANK stokrat večjo osteoklastogensko aktivnost kot CD40 in ne samo trikrat večjo, kot bi 
bilo za pričakovati. Ena od razlag bi lahko bila, da ima RANK specifične adaptorne 
proteine, ki niso povezani s TRAF6. Eden od teh bi lahko bil Gab 2 (angl. growth factor 
receptor-bound protein 2 (Grb2)-associated binder-2 – Gab2), ki je pomemben pri prenosu 
signala v downstream signalizaciji RANKL-a. [12]  
Po vezavi RANKL-a na RANK, se sproži trimerizacija proteina in priključitev 
adaptorskega proteina TRAF6. TRAF6 aktivira encima atipično protein kinazo C (angl. 
atypical protein kinase C – aPKC) ali TGF-beta aktivirano kinazo 1 (angl. TGF-beta 
activated kinase 1 – TAK1). Ta dva encima nato s fosforilacijo sprožita tvorbo I𝜅B 
kinaznega (angl. I𝜅B kinase – IKK) kompleksa, ki aktivira NF-𝜅B pot. NF-𝜅B pot je 
esencialna za osteoklastogenezo, ki pa se lahko sproži tudi po drugi poti, preko aktivacije z 
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mitogenom-aktiviranih proteinskih kinaz (angl. mitogen-activated protein kinases – 
MAPKs), z naborom adaptorskih molekul. [13] Transkripcijski faktor – jedrni dejavnik 
kappa B (angl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer – NF-𝜅B) nato poveča izražanje 
c-Fos, ki se poveže z jedrnim faktorjem aktiviranih T-celic (angl. nuclear factor of 
activated T cells – NFATc1). [5] NFATc1 se aktivira s signaliziranjem preko kalcija in 
kalcinevrina, se veže na svoj promotor in tako sproži avtoregulatorno zanko. Kompleks 
aktivatorski protein - 1 (angl. activator protein-1 –AP-1) , NF-𝜅B in NFATc1 je 
pomemben za avtoamplifikacijo NFATc1. Končno NFATc1 sodeluje še z ostalimi 
transkripcijskimi faktorji, ki nato skupaj sprožijo prepisovanje osteoklastogenih genov 
(Katepsin K, TRAP, kalcitoninski receptor in OSCAR). OSCAR je receptor, ki ga izražajo 
osteoklasti in je ključen pri stiku celic osteoklastov in osteoblastov, ni še natančno znano, 
katera je glavna tarčna molekula NFATc1 v pozni fazi diferenciacije osteoklastov. 
Signaliziranje RANKL je zelo sofisticiran sistem, ki ga je treba še dobro raziskati. [12]  
 
Slika 2: Signalna pot OPG/RANK/RANKL (prirejeno po [5, 13]). Adaptorski proteini: 
MMK6 (angl. physiological activator of p38 MAPK), TAB 1 in TAB 2 (angl. TAK-
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binding protein); MAPKs: p38 (angl. p38 mitogen-activated protein kinases), JNK (angl. 
c-Jun N-terminal kinase), ERK (angl. extracellular signal-regulated kinase). 
Številne signalne poti se sprožijo preko RANK receptorja. Poti, ki vključujejo faktorje: 
NF-𝜿B, AP-1, c-myc in NFATc1 direktno sprožijo osteoklastogenezo, src in 
MKK6/p38/MITF aktivacijo osteoklastov, src in ERK pa spodbujata preživetje 
osteoklastov. [5] Posamezni dejavniki, ki so pomembni za diferenciacijo in funkcionalnost 
osteoklastov, so za boljšo preglednost predstavljeni na sliki 3.  
 
Slika 3: Ključne molekule za diferenciacijo in funkcionalnost osteoklastov po stopnjah 
(prirejeno po [12]). 
1.2.4 Bolezenska stanja, povezana s triado 
Čeprav molekularno triado OPG/RANK/RANKL proizvajajo številne celice in različna 
tkiva, se triada izraža predvsem v treh organskih sistemih, v kostnem, imunskem in 
vaskularnem sistemu. [4] 
1.2.4.1 Kostni sistem 
Neravnotežje med izražanjem gena RANKL in OPG lahko vodi do osteoaartritičnih 
bolezni, kot so artritis, aseptično omajanje kostne proteze ter huda osteoliza. Izražanje gena 
RANKL se pri teh boleznih poveča, medtem ko je izražanje OPG zmanjšano, zato se 
poveča diferenciacija sinovialnih makrofagov do aktivnih osteoklastov, kar vodi do 
povečane erozije kosti. Pri zmanjšanem izražanju RANKL-a se pojavi osteopetroza in 
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pomanjkanje osteoklastov kot posledica nezmožnosti osteoblastov za osteoklastogenezo. 
[4] Čeprav je povišano izražanje gena RANKL značilno tako pri osteoporozi kot tudi 
osteoartrozi, je za osteoporozo povišanje veliko bolj značilno. [1] 
1.2.4.1.1 Osteoporoza 
Osteoporoza (OP) je najpogostejša presnovna bolezen kostnine. Zanjo je značilno 
zmanjšanje mineralne kostne gostote (MKG), kar vodi do poškodb v mikroarhitekturi kosti 
in posledično večje verjetnosti za zlom kosti. Študije dvojčkov kažejo na to, da je MKG pri 
posamezniku v 60–85 odstotkih genetsko določena in da je verjetnost dedovanja drugih 
faktorjev, ki povečajo možnost za nastanek zlomov pri osteoporozi, 50–80 odstotna. Ti 
faktorji so spremenjene ultrazvočne lastnosti kosti, spremenjena geometrija skeleta in 
nepopolna kostna premena. [7, 14] Pomembno vlogo pri nastanku osteoporoze pa imajo 
tudi dejavniki tveganja, kot so nezdrava prehrana s premalo kalcija in vitamina D, premalo 
izpostavljanja soncu, kajenje, tvegano uživanje alkoholnih pijač ter telesna nedejavnost. S 
temi dejavniki predvsem vplivamo na to, kakšno maksimalno kostno maso bomo dosegli v 
mladosti. Ti dejavniki so lahko vzrok tega, da posameznik doseže nižjo maksimalno kostno 
maso, kot jo ima genetsko določeno, in ima zato posledično večjo možnost, da v starosti 
razvije osteoporozo. Drugi sekundarni vzroki za osteoporozo so lahko sladkorna bolezen 
tipa I, hipertiroidizem, prezgodnja menopavza in druge kronične bolezni. [15] 
Pomanjkanje estrogena pri pomenopavzalnih ženskah povzroči izgubo kostnine. [7] Po 
menopavzi se poveča tudi nivo citokinov IL-1, IL-6 in TNF-∝ [1], ki obenem tudi 
povečujejo izražanje RANKL-a. [4] Klinična diagnoza osteoporoze je predvsem 
pomembna zaradi preprečevanja zlomov, krhkih in lomljivih kosti že ob manjših 
poškodbah ali blagih padcih s stojne višine. V ta namen se uporabljajo meritve MKG z 
dvoenergijsko rentgensko absorpciometrijo (angl. Dual-energy X-ray absorptiometry – 
DXA). Diagnoza se postavi, ko je MKG vrednost nižja vsaj za 2,5 standardne deviacije od 
povprečja kostne mase za mlade zdrave osebe, to je vrednost, ki jo določa svetovna 
zdravstvena organizacija (angl. World Health Organization – WHO). [15] Ta definicija s 
50-odstotno vrednostjo napove tveganje za pojav zloma, zato se ocena tveganja dopolni še 
s podatki o kvaliteti in čvrstosti kosti. [1] 
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1.2.4.1.2 Osteoartroza 
Osteoartroza (angl. osteoarthritis – OA) je najpogostejša kronična degenerativna bolezen 
sinovialnih sklepov. Pri tej bolezni pride do strukturnih, funkcionalnih in metabolnih 
sprememb celotnega sklepa. Hrustanec postane neraven, razpokan in v njem se nabira 
večja količina vode. Pride do osrednje kondenzacije matriksa in osiromašenja hrustanca ter 
tvorbe subhondralnih cist in osteofitov. Sčasoma se zoži sklepna špranja, hrustanec izginja 
in kosti v sklepu se drgneta. To dogajanje spremljata še vnetje in mišična bolečina. [16, 17] 
Najpogostejši simptom, ki ga pacient opazi, je bolečina, spremljajo jo pa še ostali simptomi 
in znaki, kot so omejena gibljivost, krepitacije in oslabelost obsklepnih mišic. Bolečina pri 
pacientih variira, najpogosteje se pojavi v kolku in kolenu, lahko pa tudi drugje, variira pa 
tudi po intenzivnosti, zato znanstveniki menijo, da se OA razvija po različnih mehanizmih. 
V začetku bolezni je bolečina zmerna in predvidljiva, nato postane konstantna, zmanjša se 
gibljivost, v končni fazi pa je bolečina kronična in nepredvidljive jakosti. Bolečino, ki se 
pojavi v začetku bolezni, bi lahko razložili s perifernim nociceptivnim signaliziranjem, v 
končni fazi pa ta razlaga več ni ustrezna, saj v tej fazi samo zdravljenje s protibolečinskimi 
tabletami več ni zadostno. Pri OA se pojavi tudi vnetje, pa čeprav OA ni avtoimunska 
bolezen kot revmatoidni artritis. [18] Najnovejše raziskave ugotavljajo, da se sinovitis ter 
vnetje in remodelizacija subhondralne kostnine pojavijo še pred spremembami v hrustancu. 
Znano je, da manjše molekule, kot so glukoza in kisik, prehajajo v kalcificiran hrustanec iz 
subhondralne kostnine. Pri osteoartritisu pa lahko skozi spremenjen hrustanec prehajajo 
tudi večje molekule. To bi bila ena od možnih razlag, zakaj je potek bolezni v pozni fazi 
drugačen. Znano je, da prehaja tudi RANKL. RANKL se v osteoartroznih hondorcitih 
izraža samo v topni obliki, v tej obliki ne more sprožiti aktivacije NF-𝜅B ali transkripcije 
proinflamatornih citokinov kot v kostnini, kar pomeni, da ne sodeluje niti pri aktivaciji 
hondrocitov niti pri razgrajevanju hrustanca. Pa vendar so ugotovili, da ima RANKL 
škodljiv vpliv tudi v hrustancu. Ugotovili so, da čim večje je razmerje RANKL/OPG, tem 
večja je sinteza MMP-13 in MMP-9, encimov, ki sta odgovorna za razgradnjo kolagena ter 
drugih katabolnih efektorjev. [17] 
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1.2.4.2 Imunski sistem 
RANKL je vključen v organogenezo bezgavk in razvoj limfocitov. [4] Označujejo ga tudi 
kot specifični preživetveni faktor dendritičnih celic. S tem in s sproženjem proliferacije T-
celic je močno vpleten v uravnavanje imunskega odziva. [6] RANKL poleg tega poveča 
tudi izražanje RANK-a na monocitih, uravnava njihovo efektorsko funkcijo, saj povzroči 
sproščanje citokinov in kemokinov, aktivira predstavljanje antigenov in poveča njihovo 
preživetje. [4]  
1.2.4.3 Osteoimunologija  
In vitro eksperimenti na živalih kažejo na morebitno povezavo med celicami kosti in 
imunskega sistema, OPG/RANK/RANKL naj bi bil molekularni most med njimi. Tako naj 
bi osteoklastogenezo sprožila ko-kultura celic kostnega mozga in aktiviranih CD4+ T- 
celic, inhibira pa jo dodatek OPG-ja k tej kulturi. Topna oblika RANKL-a, ki ga 
sintetizirajo T-limfociti, je sposobna inducirati funkcionalne osteoklaste, zato lahko 
povišano število aktiviranih limfocitov T vodi do osteoporoze. [4] Razgradnja kosti pa ne 
poteka vedno takrat, ko se sproži naš imunski sistem, razlog za to je interferon gama (IFN-
𝛾), ki povzroči razgradnjo TRAF-6 v osteoklastih in tako prepreči njihovo aktivacijo in 
resorpcijo kosti. Učinek IFN-𝛾 pa še ni povsem jasen in je v študijah nasprotujoč. IFN-𝛾 
naj bi preprečil izgubo kostnine pri osteoartritisu, pri revmatoidnem artritisu pa ne, pri 
osteopetrozi pa celo pospešil kostno razgradnjo. [1] RANKL, ki ga izločajo aktivirane T- 
celice, bi lahko bil pri revmatoidnem artritisu odgovoren tudi za poškodbe sklepov. [5]  
1.2.4.4 Vaskularni sistem 
Povišano razmerje RANKL/OPG povzroči večjo sintezo metaloproteinaz, ki povzročijo 
zabrazgotinjenja srčne mišice, kar vodi v slabšanje miokardne funkcije in s tem povezane 
srčne zaplete (npr. atrijska fibrilacija). [19] Povišane vrednosti OPG-ja pri 
postmenopavzalnih ženskah so povezali s povišano umrljivostjo teh žensk zaradi 
kardiovaskularnih zapletov. Te ugotovitve kažejo na možnost povezave med kostno in 
vaskularno patofiziologijo. [4]  
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1.2.4.5 Maligne bolezni 
Neravnovesje v sistemu OPG/RANK/RANKL je odgovorno tudi za osteolizo pri malignih 
tumorjih in za razvoj metastaz v kosteh. [4] Rakaste celice pogosto izražajo receptor 
RANK, medtem ko se RANKL pogosto pojavlja v tumorskem mikrookolju, proizvajajo ga 
ali tumorske celice ali mikrookolje samo. RANKL proaktivno sodeluje že v inicialni fazi 
tvorbe raka, vzpodbuja matičnost (angl. stemness), sposobnost ohranjanja pluripotentnosti 
navkljub delitvam ter sodeluje v epitelijsko mezenhimski transmisiji (angl. epithelial–
mesenchymal transition – EMT). Večinoma gre za precej univerzalen mehanizem, ki so ga 
opazili pri raku dojke, prostate, endometrija, kolona, jeter, ledvic in pljuč ter pri melanomu 
in osteosarkomu. RANKL, ki ga proizvajajo osteoblasti in matične celice kostnega mozga, 
se veže na RANK, ki ga izražajo rakaste celice, in tako spodbudi njihovo migracijo, 
predvsem preko MAP kinazne poti. RANKL deluje tudi kemoatraktivno na rakaste celice 
in makrofage. S tumorji povezani makrofagi (angl. tumor-associated macrophages – 
TAMs) modulirajo produkcijo kemokinov, spodbujajo proliferacijo limfocitov Treg, ki 
zagotovijo imunosupresivno okolje. RANKL ima sposobnost modulacije tumorskega 
mikrookolja, predvsem tvorbe novih krvnih žil, in s stimulacijo proliferacije in preživetja 
endotelijskih celic angiogenezo tudi vzdržuje. Skupek vseh teh procesov vodi do 
metastaziranja. [6] 
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2 NAMEN DELA  
Zaradi vpliva več genov na razvoj osteoporoze se osteoporoza uvršča med poligenske 
bolezni, ker pa se bolezen kljub genetski osnovi ne izrazi vedno, pravimo tudi, da je 
večfaktorska, saj na njen razvoj vplivajo tudi drugi dejavniki tveganja. Predhodne 
raziskave so pokazale, da so številni geni vključeni pri razvoju osteoporoze [20] in 
osteoartroze [21]. Genetski vpliv za razvoj osteoporoze je med 35 % in 65 %. Danes se 
raziskovalci ukvarjajo z raziskovanjem kandidatnih genov, ki so odgovorni za nastanek 
omenjenih bolezni. [21] Velik poudarek je predvsem na odkrivanju povezav z 
enonukleotidnimi polimorfizmi (angl. Single Nucleotide Polymorphism – SNP). [20]  
Namen te magistrske naloge bo ugotoviti, ali izbrana polimorfizma rs2296533 (SNP 1) in 
rs7984870 (SNP 2) gena RANKL vplivata na njegovo izražanje v humanem kostnem 
tkivu. RANKL so drugi raziskovalci povezali s kostnimi boleznimi, mi pa želimo preveriti 
njegov vpliv na osteoporozo in osteoartrozo, v odvisnosti od SNP 1 in SNP 2. Naši dve 
delovni hipotezi bosta:  
1. Polimorfizem rs2296533 vpliva na izražanje gena za RANKL v kostnem tkivu pri 
osteoprozi in/ali osteoartrozi. 
2. Polimorfizem rs7984870 vpliva na izražanje gena za RANKL v kostnem tkivu pri 
osteoporozi in/ali osteoartrozi. 
Hipoteze bomo potrdili oz. ovrgli na osnovi rezultatov genotipizacije pri bolnikih z OP in 
OA. Na predhodno izolirani DNA bomo s PCR-TaqMan določili genotipe na obeh 
polimorfnih mestih vsakega preiskovanca. S statistično analizo bomo skušali dokazati 
povezanost genotipov in/ali diagnoze z izmerjenim genskim izražanjem RANKL-a v 
kostnem tkivu pri istem preiskovancu. Ovrednotili bomo tudi kliničen pomen RANKL-a, 
tako da bomo primerjali alelne in genotipske frekvence bolnih in zdravih preiskovancev.  
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3 MATERIALI IN METODE  
3.1 Biološki vzorci  
V raziskavo smo vključili 166 vzorcev DNA. Od tega sta bila predhodno izolirana 102 
vzorca DNA v sklopu študije Artroza/osteoporoza in ti vzorci so bili shranjeni na FFA v 
zamrzovalniku pri -80 °C. Iz levkocitov smo po modificiranem Millerjevem postopku v 
sklopu te magistrske naloge izvedli izolacijo 64 vzorcev DNA. Del vzorcev smo izolirali iz 
polne krvi, del pa iz trombocitno-levkocitne plasti (angl. buffy coat; BC).  
75 vzorcev krvi je bilo odvzetih osteoporoznim pacientom, 54 osteoartroznim pacientom 
pri ortopedskih operacijah in 24 vzorcev krvi je bilo odvzetih post mortem. Pri 13 vzorcih 
nismo uspeli pridobiti podatka o diagnozi.  
Delovne raztopine DNA s koncentracijama 50 
𝑛𝑔
𝜇𝑙⁄  in 10 
𝑛𝑔
𝜇𝑙⁄  so bile hranjene v 
hladilniku na + 4 °C.   
3.2 Seznam materialov, pripomočkov in aparatur, potrebnih za izolacijo 
DNA 
- nasičena raztopina NaCl (pripravljeno na FFA), 
- saharoza (Sigma), 
- TritonTM x-100 (Sigma-Aldrich), 
- TRIS-baza (Sigma), 
- magnezijev klorid (Fluka), 
- natrijev klorid (Fluka), 
- Na2EDTA x 2 H2O (Sigma), 
- 10-% SDS (EMD Millipore), 
- proteinaza K (EMD Millipore), 
- absolutni etanol (EMSURE®), 
- ultra čista voda – dH2O (pripravljeno na FFA), 
- NaOH (Sigma), 
- HCl (Merck), 
- QIAamp DNA Mini Kit (250) (Qiagen), 
- polavtomatske pipete 2–20 µl ,10–100 µl,1000–5000 µ l (Eppendorf), 
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- sterilni nastavki za pipete (STARLAB, SARSTEDT AG & Co. KG), 
- epruvete (1,5 ml) (Eppendorf), 
- epruvete (50 ml) (VWR TM part of avantor), 
- sterilne kapilare za navijanje,  
- filter papir, 
- kadička iz stiropora za inkubacijo na ledu,   
- inkubator/stresalnik Enviro-Genie (Scientific Industries, Inc), 
- vibracijski mešalnik Bio Vortex V1 (BioSan), 
- centrifuga 5430R (Eppendorf), 
- stresalnik KS 130 BASIC (IKA®), 
- ledomat (Ziegra-Eismaschinen), 
- mešalo Arex Heating Magnetic Stirrer (VELP Scientifica), 
- hladilnik (Gorenje), 
- zaščitne rokavice iz lateksa (LLG Labwere). 
3.3 Seznam materialov, pripomočkov in aparatur, potrebnih za 
kontrolo DNA, njene koncentracije in kakovosti 
3.3.1 Merjenje koncentracije DNA v izolatu  
- ultra čista voda – dH2O (FFA), 
- Nano drop ONEc (Thermo Fisher Scientific), 
- vibracijski mešalnik Bio Vortex V1 (BioSan), 
- polavtomatska pipeta 0,1–2,5 μL (Eppendorf), 
- sterilni nastavki za pipete (STARLAB, SARSTEDT AG & Co. KG), 
- zaščitne rokavice iz lateksa (LLG Labwere).  
3.3.2 Elektroforeza 
- 1 x TAE pufer (Tris-acetat-EDTA),  
- nanašalni pufer bromfenolmodro (Promega Corporation), 
- SYBRSafe-midorigreen (NIPPON Genetics Europe), 
- agaroza v prahu (Sigma-Aldrich), 
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- označevalec dolžin DNA-odsekov (angl. DNA marker) 50–1000 bp (Promega 
Corporation,blue/orange Gx loading dye), 
- izolirana DNA, 
- polavtomatske pipete 2–20 µl (Eppendorf), 
- sterilni nastavki za pipete (STARLAB, SARSTEDT AG & Co. KG), 
- elektroforezna kadička (BIO RAD), 
- energijski vir za elektroforezo PowerPac™ Basic Power Supply (BIO RAD), 
- UV-transluminator (Vilber Lourmat) in dokumentacijski sistem UVI Photo za 
slikanje gelov, 
- računalnik, 
- pH-meter (METTLER TOLEDO), 
- tehtnica (VIBRA), 
- mikrovalovna pečica (BEKO), 
- erlenmajerica, 
- merilni valj, 
- urno steklo, 
- kalup za agarozni gel, nosilec (10 x 15 cm) in glavnički (20 žepkov) (Bio-Rad), 
- parafilm, 
- zaščitne rokavice iz lateksa (LLG Labwere), 
- hladilnik (Gorenje). 
3.3.3 Seznam reagentov in aparatur, potrebnih za sterilizacijo in pripravo 
materialov za delo  
- avtoklav A-21 (Kambič laboratorijska oprema d. o. o.), 
- avtoklav (Steriltechnik AG), 
- pečica za sušenje laboratorijskega materiala UT6060 (Thermo Scientific Heraeus), 
- absolutni etanol za analizo (EMSURE®), 
- natrijev hipoklorit za analizo (CARLO ERBA Reagents S.A.S.), 
- papirnate brisačke, 
- zaščitne rokavice iz lateksa (LLG Labwere).  
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3.3.4 Seznam materialov, pripomočkov in aparatur, potrebnih za 
genotipizacijo 
- ultra čista voda – dH2O (FFA), 
- TaqMan Universal Master Mix II, with UNG (Applied biosystems), 
- TaqMan SNP Genotyping Assays C_1575300_10, rs2296533 (Applied 
biosystems), 
- TaqMan SNP Genotyping Assays C_29811035_20, rs7984870 (Applied 
biosystems), 
- PCR-analizator LightCycler® 480 II (Roche), 
- programska oprema Lightcycler® 480 (Roche), 
- računalnik (Hewlett-Packard), 
- mikrotitrske ploščice s 384 vdolbinicami Roche Style FrameStar® (4titude® Ltd- 
Roche), 
- zaščitna samolepilna folija za ploščice s 384 vdolbinicami Roche Style FrameStar®  
(4titude® Ltd- Roche), 
- pripomoček za nameščanje folije (Roche), 
- epruvete (1,5 ml) (Eppendorf), 
- polavtomatske pipete 0,1–2,5 μL, 0,5–10 μL , 2–20 μL ,10–100 μL, 20–200 μL 
(Eppendorf), 
- sterilni nastavki za pipete (STARLAB, SARSTEDT AG & Co. KG), 
- centrifuga Centric 322A (Tehtnica), 
- mini Centrifuga z vibracijskim mešalnikom Combi-Spin FVL2400N (BIOSAN), 
- komora z UV-lučko UVC/T-M-AR DNAIRA UV-CLEANER (BIOSAN), 
- hladilnik z zamrzovalnikom (Gorenje), 
- zamrzovalnik – 80 °C (VWR), 
- zaščitne rokavice iz lateksa (LLG Labwere).  
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3.4 Izolacija DNA  
DNA smo izolirali z modificiranim Millerjevim postopkom, ki je netoksična metoda 
izolacije DNA z izsoljevanjem. Za to metodo smo se odločili, ker je poceni, z njo dobimo 
dober izkoristek in ustrezno čistost izolirane DNA.  
3.4.1 Priprava reagentov 
1) Priprava pufra za lizo eritrocitov (CLB) 
V čašo smo natehtali 54,8 g saharoze, dodali 5 g detergenta tritona, 2,5 mL TRIS 
pufra pH 8,2 in 1,25 mL 2 M raztopina MgCl2. Mešanico reagentov smo dopolnili 
do 500 mL z avtoklavirano ultra čisto vodo. Nato smo raztopino mikrobiološko 
filtrirali (Φ = 0,22μm). Avtoklaviranje ni bilo izvedljivo, ker saharoza karamelizira. 
 
2) Priprava pufra za lizo citoplazemske membrane levkocitov (SLR) 
Zmešali smo 3,5 mL 2 M TRIS pufra, 1,75 mL 2 M raztopine MgCl2 in 990 μL 5 
M raztopine EDTA. Z ultra čisto vodo smo dopolnili do 500 mL in avtoklavirali. 
 
3) Priprava pufra za lizo jedrne membrane (NLB) 
Zmešali smo 500 μL 2 M TRIS pufra, 8.04 mL 5 M raztopine NaCl in 400 μL 0,5 
M raztopine EDTA in dopolnili do 100 mL z ultra čisto vodo ter avtoklavirali. 
 
4) Priprava 10-% raztopine SDS 
2 g natrijevega dodecilsulfata smo raztopili v 20 mL avtoklavirane ultra čiste vode. 
 
5) Priprava raztopine proteinaze K (c = 1 mg/mL) 
V sterilno čašo smo natehtali 10 mg proteinaze K in dodali 10 mL ultra čiste vode.  
Vse reagente za izolacijo DNA smo hranili v hladilniku na 4 ºC, razen absolutnega etanola 
in proteinaze K, ki smo ju hranili v zamrzovalniku na – 20 ºC. 
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3.4.2 Postopek izolacije po modificiranem Millerjevem postopku  
Opomba: Postopek izolacije iz trombocitno-levkocitne plasti se razlikuje po uporabljenih 
količinah določenih reagentov, razlike so označene v oglatem oklepaju []. 
Dan 1: 
1. Pred začetkom izolacije smo vse vzorce, proteinazo K in SDS postavili na delovno 
površino, da so se segreli.  
2. Označili smo epruvete (50 ml) in nastavili centrifuge na fast cool (4 °C). V primeru 
izolacije iz BC smo pred samim postopkom prilili k 1 ml vzorca 1 ml ultra čiste 
vode.  
3. Na filter papir smo s pomočjo avtomatske pipete naredili krvni madež volumna 100 
µL, v epruveto (50 ml) pa smo prenesli 3 ml [2 ml] vzorca.   
Krvni madeži služijo kot varovalo, v primeru neuspešne izolacije po Millerjevem 
postopku bomo iz njih ponovno poskusili izolirati DNA po drugem postopku.  
4. Epruveto (50 ml) smo dopolnili s CLB do 20 ml [10 ml] in dobro premešali. 
5. Epruveto (50 ml) smo inkubirali na ledu 20 minut in jo nato centrifugirali 30 minut 
pri 6000 rpm pri 4 °C.  
6. Odpipetirali smo 10 ml [5 ml] supernatanta ter epruveto (50 ml) dopolnili do 20 ml 
[10 ml] s svežim CLB. Nato smo centrifugirali, tokrat 20 minut pri 6000 rpm pri 4 
°C.  
7. Celoten supernatant smo odpipetirali. Epruveto (50 ml) smo nato dopolnili s svežim 
CLB do 10 ml [7 ml] in premešali, da se je odlepila peleta. Epruveto (50 ml) smo 
ponovno inkubirali na ledu 20 minut in jo nato centrifugirali 20 minut pri 6000 rpm 
pri 4 °C.  
8. Celoten supernatant smo odpipetirali. Epruveto (50 ml) smo nato dopolnili s SLR 
do 20 ml [10 ml] in premešali, da se je odlepila peleta. Nato smo epruvete (50 ml) 
20 minut v ležečem položaju stresali v kadički z ledom (240 stresljajev/min). 
Sledilo je centrifugiranje 20 min pri 6000 rpm pri 4 °C.  
9. Na koncu smo supernatant v celoti odpipetirali in dodali 1,8 mL [1,2 mL] ledenega 
NLB,120 µL [80 µL] 10-% SDS, 300 µL [200 µL] proteinaze K. Vsebino epruvete 
(50 ml) smo dobro premešali ter v ležečem položaju čez noč inkubirali na 
stresalniku pri 43 °C.  
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Dan 2: 
10. Centrifugo smo prižgali na 4 °C (fast cool). V epruveto (50 ml) dodali 600 µL [400 
µL] nasičene raztopine NaCl in rahlo premešali. Epruveto (50 ml) smo 
centrifugirali 30 minut pri 6000 rpm pri 4 °C.  
11. Označili smo nove epruvete (50 ml) in epruvete (1,5 ml), kjer bo shranjena DNA. 
12. Po končanem centrifugiranju smo supernatant odlili v novo, označeno epruveto (50 
ml). 
13. V epruveto (50 ml) smo k supernatantu dodali ledeno hladen absolutni etanol do 10 
ml [7ml].   
14. Rahlo smo premešali, dokler nismo opazili molekul DNA.  
15. DNA smo nato navili na sterilno kapilaro, ki smo jo nato prenesli v 3,6 ml epruveto 
(1,5 ml) ter jo čez noč pustili v zaprtem, temnem prostoru, da je etanol izhlapel.  
Dan 3: 
 
16.  V epruveto (1,5 ml) smo dodali 240 µL [160 µL] ultra čiste vode in kapilaro 
odlomili do višine, da smo lahko epruveto (1,5 ml) zaprli. Izolirano DNA smo 
hranili v hladilniku.  
3.4.3 Postopek izolacije iz krvnih madežev 
Vzorce, ki se niso oborili po modificiranem Millerjevem postopku, smo izolirali iz krvnih 
madežev (100 µL), shranjenih na filter papirju.   
Najprej smo izvedli ekstrakcijo iz filterpapirja, po sledečem postopku: 
1. Krvni madež na filter papirju smo obrezali, ga prerezali na pol (delali smo v 
dvojnikih), vsako polovičko krvnega madeža smo narezali na koščke (vsako 
polovičko v svojo epruveto (1,5 ml).  
2. V vsako epruveto (1,5 ml) smo nato dodali 200 μL PBS in inkubirali čez noč pri 37  
°C .  
3. Naslednji dan smo v vsako epruveto (1,5 ml) dodali 200 µL pufra AL in 20 μL 
proteinaze K ter inkubirali 1h pri 56 °C.  
4. Na koncu smo dodali še 200 µL absolutnega EtOH, vorteksirali in kratko 
centrifugirali.  
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Nato smo uporabili DNA MiniKit (250): QIAamp® po sledečem postopku:  
1. Mešanico iz epruvete (1,5 ml) smo prenesli v kolono (QIAamp® 
MiniSpinColumn), ki je bila v 2 mL epruveti. Z zaprtim pokrovom smo epruveto 
centrifugirali 1 minuto na 6000 g.  
2. Kolono smo nato prenesli v čisto 2 mL epruveto. Previdno smo odprli kolono in 
dodali 500 µL pufra za spiranje (vsebuje gvanidinijev klorid) in centrifugirali 1 
minuto na 6000 g.  
3. Kolono smo ponovni prenesi v čisto 2 mL epruveto, jo previdno odprli in dodali 
500 µL pufra za spiranje AW2 (vsebuje Tris). Centrifugirali smo 3 minute pri polni 
hitrosti (20 000 g).   
4. Kolono smo prestavili v čisto 2 ml epruveto in centrifugirali 1 minuto pri polni 
hitrosti (20 000 g).  
5. Kolono smo sedaj prestavili v čisto in označeno epruveto (1,5 ml).  
6. Dodali smo 150 µL pufra AE (vsebuje Tris-Cl in EDTA) ali dH2O, inkubirali 1 
minuto na sobni temperaturi in nato centrifugirali 1 minuto na 6000 g.  
7. Končno smo kolono zavrgli in shranili 1,5 mL označeno epruveto z vsebino.  
3.5 Postopek kontrole DNA, njene koncentracije in kakovosti 
3.5.1 Merjenje koncentracije DNA v izolatu  
Koncentracijo izolirane DNA smo preverili s spektrofotometrskim merilnikom NanoDrop 
ONEc. To smo storili tako, da smo najprej s pipeto premešali, nato pa nanesli 1,5 μL 
vzorca na merilnik. Po meritvi vsakega vzorca smo merilnik vsakič pobrisali s krpico, pred 
začetkom in po koncu meritev pa še očistili z ultra čisto vodo. Aparat je izvedel meritve pri 
valovnih dolžinah 230 nm, 260 nm in 280 nm. Absorbanca, izmerjena pri 260 nm, podaja 
koncentracijo DNA, saj pri tej valovni dolžini nukleinske kisline, natančneje aromatski 
obroči pirimidinskih in purinskih baz nukleinskih kislin, maksimalno absorbirajo UV-
svetlobo. Količina absorbirane svetlobe je sorazmerna s količino nukleinskih kislin v 
vzorcu. Izračunana je iz Beer-Lambertove enačbe. [22]  
 Z NanoDropom smo preverili tudi čistost vzorca. Čistost vzorca podajata razmerji 
A260/280 in A260/230. Pri valovni dolžini 280 nm tipično absorbirajo aromatske 
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aminokisline proteinov. Pri valovni dolžini 230 nm pa številne organske snovi. Vrednosti 
obeh razmerij med 1,8 in 2,2 so optimalne za nadaljnje delo z vzorcem. Nižje vrednosti 
razmerja A260/280 lahko pomenijo prisotnost drugih proteinskih nečistot, ki absorbirajo 
pri 280 nm. Nižje vrednosti razmerja A260/230 pa prisotnost soli ali drugih topil. [22] Kot 
slepo raztopino smo uporabili raztopino, v kateri je bila raztopljena DNA, to je ultra čisto 
vodo, saj smo s tem anulirali vpliv ozadja. 
3.5.2 Elektroforeza 
Z agarozno gelsko elektroforezo smo določili velikost izolirane DNA, preverili smo, ali 
imamo nerazgrajeno DNA molekulo visoke integritete. Pri agarozni elektroforezi se 
nukleinske kisline pod vplivom električnega polja v alkalnem pH ločijo po velikosti, saj se 
različno velike molekule gibljejo z različno hitrostjo. Manjše molekule se lažje prebijajo 
skozi pore v gelu, zato potujejo hitreje, večje molekule potujejo počasneje. Na hitrost 
gibanja molekul vpliva tudi oblika DNA, koncentracija agaroze, napetost električnega 
polja in sestava elektroforeznega pufra.  
3.5.2.1 Postopek priprave 2-% agaroznega gela:  
1. Za agarozni gel smo v erlenmajerico natehtali 1,5 g agaroze v prahu, dolili 75 ml  
1 x TAE pufra, premešali in vsebino pokrito segrevali v mikrovalovni pečici, 
dokler se ni popolnoma raztopila.  
2. Raztopino smo ohladili na – 60 °C in v digestoriju dodali barvilo SYBR Safe. 
SYBR Safe je fluorescentno interkalirajoče barvilo, ki se med potovanjem molekul 
vzorca vgradi med bazne pare in ko gel obsevamo z ultravijolično svetlobo, odda 
zeleno fluorescenco, ki predstavlja molekulo DNA.  
3. Vsebino smo dobro premešali, jo vlili v nosilec za gel, vstavili glavniček ter 
počakali 30 minut, da se je gel strdil.  
4. Previdno smo odstranili glavniček z nosilca in gel shranili v plastični vrečki v 
hladilniku pri T = 4 °C.  
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3.5.2.2 Postopek izvedbe gelske elektroforeze:  
1. Gel z 20 žepki smo na nosilcu prenesli v elektroforezno kadičko in ga prelili z 1 x 
TAE pufrom.  
Pri tem smo bili pozorni, da so bili žepki na gelu bližje negativno nabiti katodi 
(črna) in da je 1 x TAE pufer gel popolnoma prekrival. Pravilna postavitev gela je 
pomembna, saj se nukleinske kisline, ki so negativno nabite zaradi fosfatnih skupin, 
gibljejo proti pozitivno nabiti anodi.  
2. Na kos parafilma smo večkrat nanesli po 2 𝜇𝑙 nanašalnega pufra bromfenolmodro. 
Nanašalni pufer služi kot vizualni označevalec potovanja delcev med elektroforezo, 
poleg tega pa zaradi svoje gostote omogoča tudi lažji nanos vzorca v žepek na gelu.  
3. Poleg prve kapljice barvila smo nanesli 2 𝜇𝑙 PCR-lestvice, premešali s pipeto in 
nanesli v prvi žepek na gelu.  
PCR-lestvico smo pri vseh izvedbah elektroforeze nanesli v prvi žepek.  
4. Poleg ostalih kapljic barvila smo nanesli 2 𝜇𝑙 izoliranega vzorca DNA, premešali s 
pipeto in nanesli v naslednji žepek na gelu. Enako smo nanesli vse vzorce DNA.  
Pri pipetiranju smo bili pozorni, da smo pipetni nastavek potopili pod gladino pufra 
ter da smo pipeto držali vedno na drugi stopnji, tudi ko smo jo izvlekli, na ta način 
smo preprečili nastanek zračnih mehurčkov v žepku.  
5. Kadičko smo pokrili s pokrovom, preverili, ali so elektrode pravilno pritrjene, 
(katoda-katoda/črno-črno in anoda-anoda/rdeče-rdeče) ter nastavili pogoje za 
elektorforetsko ločbo: napetost 100 V, čas 30 minut.   
6. Po 30 minutah smo izključili napetost in gel pogledali pod UV-lučjo s programom 
UVI Photo za slikanje gelov.  
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3.6 Postopek sterilizacije materiala, komore in površin  
Sterilizirali smo plastične epruvete in nastavke za pipete v avtoklavu pri naslednjih 
pogojih: 121 °C, 1 bar, 15 min. Uspešnost sterilizacije smo preverili z indikacijskim 
lepilnim trakom za sterilizacijo. Po uspešni sterilizaciji smo material sušili v sušilniku.  
Komoro smo pred uporabo najprej očistili s 3-% hipokloritom, nato pa še s 70-% etanolom. 
Nato smo vse pripomočke, potrebne za izvedbo poskusa, najprej prebrisali s 70-% 
etanolom; razen komponent, ki so bile označene z alkoholnimi flomastri, le-te smo 
prebrisali s 3-% hipokloritom in jih postavili v komoro, komoro smo zaprli in prižgali UV-
luč za 20 minut, kar je služilo kot dodatna sterilizacija površin komore in materiala.  
Ostale delovne površine, ki smo jih uporabljali tekom izolacije DNA in redčenja DNA na 
ustrezno koncentracijo, smo prebrisali s 70-% etanolom. 
Med celotno izvedbo smo uporabljali zaščitno haljo in rokavice. Rokavice smo si pred 
vsakim novim posegom v komoro razkužili s 70-% etanolom. 
3.7 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času  
Verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction – PCR) je in vitro metoda, 
ki nam omogoča hitro pomnoževanje izbranih odsekov DNA. Reakcijo izvedemo s točno 
določeno mešanico komponent, ki jih združimo tik pred izvedbo reakcije. To so matrična 
DNA, dva začetna oligonukeotida (angl. primers) in reakcijska zmes oz. mastermiks (angl. 
Master Mix), ki je skupek DNA-polimeraze, zmes štirih deoksinukleotidov in reakcijskega 
pufra z magnezijevimi ioni. [23] V našem primeru je mastermiks vključeval tudi uracil-
DNA glikozilazo (angl. Uracil-DNA glycosylasse – UNG), ki prepreči pomnoževanje 
rezidualnih produktov iz prejšnjih PCR-reakcij, z odstranjevanjem uracilov v DNA ter 
inertno barvilo ROX (angl. ROX Passive Reference), ki omogoča stabilno fluorescenco 
skozi celotno PCR-reakcijo. [24, 25] Tehnologija PCR-TaqMan (slika 4) vsebuje poleg 
vseh omenjenih komponent še 2 TaqMan sondi, ki služita za detekcijo signala. [26]  
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Slika 4: Na desni: shematski prikaz PCR-reakcije in detekcije specifično pomnoženih 
produktov s TaqMan sondo. Na levi: TaqMan sonda (prirejeno po [27]).  
Združene komponente ciklično segrevamo in ohlajamo, kot je razvidno iz preglednice III. 
Reverzibilna denaturacija, ki jo povzroči visoka temperatura, omogoči prekinitev 
vodikovih vezi med dušikovimi bazami, tako dobimo dve ločeni enoverižni DNA, ki 
služita kot matrica pri pomnoževanju. Prileganje oz. vezavo začetnih oligonukleotidov na 
3' konec matrične DNA omogočimo s temperaturo, ki je za 3–5 °C nižja od talilne 
temperature (Tm) začetnih oligonukleotidov.[23] V tem koraku se pri PCR-TaqMan vežejo 
tudi sonde. TaqMan sonda je sestavljena iz treh delov, na 5' koncu ima fluorofor oz. 
barvilo, na sredini ima zaporedje, specifično za del DNA med obema začetnima 
oligonukleotidoma, ter na 3' koncu dušilec (angl. quencher) in molekulo, ki se veže na 
DNA (angl. minor groove binder) (slika 4, levo). Ko temperaturo ponovno dvignemo, 
termostabilna DNA-polimeraza prepozna zaporedje začetnih oligonukleotidov in začne s 
podaljševanjem komplementarne verige. [23] Pri PCR-TaqMan se uporablja polimeraza 
 
26 
 
DNA s 5' eksonukleazno aktivnostjo (AmpliTaq Gold), ki ima sposobnost odstranjevanja 
nukleotidov iz novo nastajajoče verige. Ko Taq polimeraza doseže sondo, jo razgradi in 
barvilo se loči od dušilca ter odda fluorescenco. Dokler je sonda intaktna, sta barvilo in 
dušilec dovolj blizu in dušilec prestreže fluorescenco barvila. Polimeraza z odstranitvijo 
sonde zagotovi tudi nadaljnji prepis verige in s tem omogoči eksponentno pomnoževanje 
produkta. Ponovimo več ciklov z namenom namnožitve količine želenega odseka DNA in 
s tem tudi amplifikacije fluorescence, ki je sorazmerna produktu. [28]  
3.7.1 Detekcija produktov PCR-reakcije s TaqMan sondami 
Produkte smo detektirali specifično z uporabo hidrolizirajočih TaqMan sond. Z metodo 
detektiramo fluorescenco, ki je sorazmerna količini produktov. Vsak PCR-TaqMan SNP 
Genotyping Assays vsebuje dva sekvenčno specifična oligonukleotidna začetnika in dve 
sondi. Ena sonda je označena z barvilom VIC in služi za detekcijo sekvence alela X, z 
drugo sondo, ki pa je označena z barvilom FAM, pa detektiramo sekvenco alela Y. [26]  
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Slika 5: Prikaz analize rezultatov genotipizacije. Zgornji graf prikazuje fluorescenco v 
odvisnosti od števila ciklov. Fluorescenca narašča s številom ciklov, to je s količino 
pomnoženega odseka DNA. Spodnji diagram prikazuje rezultate analize. Zgoraj v levem 
kotu so vzorci, ki so mutirani homozigoti, zgoraj na sredini so heterozigoti, spodaj desno 
so nemutirani homozigoti in spodaj skrajno levo so slepi vzorec in vzorci, ki se niso 
pomnožili tekom PCR-reakcije.  
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3.7.2 Postopek izvedbe PCR 
1. Pred izvedbo PCR-reakcije smo vzorce dvostopenjsko redčili z ultra čisto vodo. Na 
prvi stopnji smo DNA redčili na 50 
𝑛𝑔
𝜇𝑙⁄ , na drugi stopnji pa na 10 
𝑛𝑔
𝜇𝑙⁄ .  
2. Mastermiks smo po navodilih proizvajalca hranili v hladilniku in ga pred uporabo 
premešali samo s pipeto. Sonde smo hranili v zamrzovalniku, ovite v aluminijasto 
folijo, saj smo na ta način zaščitili fluorescentne komponente pred svetlobo. V 
zmrzovalniku smo hranili tudi ultra čisto vodo.  
3. Zamrznjene komponente smo pustili, da se odtalijo in jih nato pred uporabo 
centrifugirali.  
4. Predhodno smo preračunali potrebno količino reakcijske zmesi glede na število 
preiskovanih vzorcev, upoštevali smo 1 dodatno reakcijo za slepi vzorec in 10 % 
prebitek zaradi izgub pri pipetiranju. 
5. Reakcijsko zmes za PCR-analizo smo pripravili v epruveto (1,5 ml), to je zmes 
mastermiksa, sond in ultra čiste vode (količine za eno reakcijo so navedene v 
preglednici II). Nastalo reakcijsko zmes smo najprej premešali s pipeto nato pa še 
na vibracijskem mešalniku ter na koncu še centrifugirali.  
6. Pripravljeno reakcijsko zmes smo odpipetirali v PCR-ploščico s 384 jamicami (v 
posamezni jamici poteče ena reakcija). V posamezno jamico smo odpipetirali 4 𝜇𝑙 
pripravljene reakcijske zmesi in 1 𝜇𝑙 gDNA s koncentracijo 10 
𝑛𝑔
𝜇𝑙⁄ .  
V primerih, kjer reakcija ni uspela z gDNA koncentracije 10 
𝑛𝑔
𝜇𝑙⁄ , smo uporabili 
višjo koncentracijo gDNA, in sicer 50 
𝑛𝑔
𝜇𝑙⁄  (to je bilo v primeru sond 2296533, s 
starimi vzorci).  
7. Na koncu smo napolnjeno PCR-ploščico s 384 jamicami prelepili s samolepilno 
folijo in jo centrifugirali 3 minute pri 1900 rpm.  
8. Za izvedbo meritev smo ploščico vstavili v aparat LightCycler 48 in zagnali 
program, naveden v preglednici III. 
9. Po končani meritvi smo s programom izvedli analizo rezultatov, ki smo jih tudi 
sami ročno preverili.  
10. Pri uporabi vsake PCR-ploščice s 384 jamicami smo kot negativno kontrolo 
uporabili ultra čisto vodo. 
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Preglednica II: Sestava reakcijske zmesi za PCR-analizo za eno reakcijo. 
Komponenta  Volumen 
(𝝁𝒍) 
  
TaqMan Universal Master Mix II, with UNG 2,5   
TaqMan SNP 40x 0,125   
dH2O 1,375   
gDNA 1,0   
Skupaj 5,0   
 
Preglednica III: Program PCR-analize. 
Faza Temperatura 
(°C)  
Čas  Število 
ciklov  
Aktivacija UNG 
Deaktivacija UNG in aktivacija polimeraze 
Denaturacija 
Prileganje in podaljševanje 
Hlajenje 
50 
95 
95 
60 
40 
2min 
10min 
15s 
90s 
30s  
 
  
{
0
40
0
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3.8 Statistična analiza 
V naši raziskovalni nalogi smo za vrednotenje pridobljenih rezultatov uporabili spodaj 
opisane statistične metode. 
3.8.1 Hardy-Weinbergovo ravnotežje 
Hardy-Weinbergovo ravnotežje je razmerje med frekvenco gena in frekvenco genotipa, ki 
se izračuna se po enačbah, ki izhajajo iz Punnettovega diagrama (slika 6). [29] 
Slika 6: Punnettov diagram enačbe za izračun pričakovanih frekvenc in pogoj za Hardy-
Weinbergovo ravnotežje (prirejeno po [29]). 
Skupinam, katerim smo določili genotipe, smo izračunali tudi pričakovane genotipske 
frekvence po Hardy-Weinbergovi enačbi, preverili smo tudi, kakšna je vrednost p in tako 
ugotovili, ali so populacija oz. izbrani vzorci znotraj populacije v Hardy-
Weinbergovegovem ravnotežju. Hipotezi H0 in Ha sta bili: 
H0: Populacijska frekvenčna distribucija je enaka Hardy-Weinbergovemu ravnotežju. 
Ha: Populacijska frekvenčna distribucija ni enaka Hardy-Weinbergovemu ravnotežju. 
Zaradi kompleksnosti izračuna smo pričakovane frekvence izračunali s pomočjo Microsoft 
Office Excela, s Court Labovim kalkulatorjem. 
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3.8.2 Hi-kvadrat test 
Hi-kvadrat test je neparametrični test za potrditev neodvisnosti, povezanosti dveh 
spremenljivk. [30] Test se lahko uporablja samo za nominalne spremenljivke, računamo s 
frekvencami, vsakega posameznika lahko upoštevamo samo enkrat (vsak subjekt prispeva 
podatke samo za eno celico v tabeli), poleg tega mora biti več kot 80 % pričakovanih 
frekvenc večjih od 5 in najmanjša pričakovana frekvenca mora biti vsaj 1. [31] Izračune 
opravimo s pomočjo kontingenčnih tabel. [30] 
V naši raziskavi smo z njim primerjali frekvence SNP 1 in SNP 2 med skupinami. Naši 
hipotezi H0 in Ha: 
H0: Vsi genotipi so enako verjetni. 
Ha: Vsi genotipi niso enako verjetni. 
3.8.3 Fisherjev natančni test 
Fisherjev natančni test je neparametrični test za analizo dveh neodvisnih vzorcev, je 
alternativa Hi-kvadrat testu. S Hi-kvadrat testom izračunamo samo približek prave  
P-vrednosti, Fisherjev natančni test je bolj natančen, saj z njim izračunamo natančno  
P-vrednost. Njegova omejitev je, da se lahko uporablja samo za 2 x 2 kontingenčne tabele. 
[31]  
V naši raziskavi smo z njim primerjali alelne frekvence SNP 1 in SNP 2 med skupinami. 
Nato smo še na podlagi podatkov iz literature primerjali frekvence alelov med slovensko 
populacijo in populacijo drugih narodov. V vseh primerih sta bili naši hipotezi H0 in Ha: 
H0: Med skupinama ni statistično značilne razlike v alelnih frekvencah. 
Ha: Med skupinama je statistično značilna razlika v alelnih frekvencah. 
3.8.4 Kolmogorov-Smirnov test 
Kolmogorov-Smirnov test je eden izmed testov za preverjanje normalnosti porazdelitve. 
Uporablja se za vzorec, ki je velik vsaj 50 enot na določeno spremenljivko. Kadar je 
stopnja značilnosti večja od 5 % pravimo, da je porazdelitev normalna, če pa je stopnja 
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značilnosti manjša od 5 %, pa se porazdelitev značilno razlikuje od normalne porazdelitve 
in zato ne morem sklepati, da je podobna Gaussovi krivulji. [30] 
V naši raziskavi smo z njim preverili, ali se naša spremenljivka, izražanje gena RANKL, 
porazdeljuje normalno in na podlagi tega izbrali primeren test za nadaljnjo analizo. Pri tem 
smo postavili hipotezi H0 in Ha: 
 
H0: Spremenljivka izhaja iz normalne porazdelitve. 
Ha: Spremenljivka ne izhaja iz normalne porazdelitve. 
3.8.5 Kruskal-Wallisov test in Mann-Whitneyjev U-test 
Kruskal-Wallisov test je neparametričen test in se uporablja za testiranje razlik med več 
neodvisnimi vzorci, kadar spremenljivke niso normalno porazdeljene. Je razširitev Mann-
Whitneyjevega U-testa, ki testira razlike med dvema skupinama. [32] Mann-Whitneyjev 
test statistično meri razliko med povprečnima rangoma dveh neodvisnih vzorcev, Kruskal-
Wallisov test pa med povprečnim rangom in skupinsko vsoto rangov. [30] Z njim lahko 
ugotovimo, ali je kakšna razlika med skupinami, ne moremo pa ugotoviti, med katerimi. 
Razliko med skupinami ugotovimo, če se mediani dveh skupin razlikujeta. Da bi ugotovili, 
kateri skupini se razlikujeta, moramo uporabiti Mann-Whitneyjev U-test. [32]  
 
V naši raziskavi smo s Kruskal-Wallisov testom ugotavljali, ali se porazdelitev izražanja 
RANKL-a razlikuje v odvisnosti od genotipa med skupinami: nemutiran homozigot oz. 
homozogot divjega tipa, heterozigot in mutiran homozigot, ter v odvisnosti od diagnoze 
med skupinami: preiskovanci z osteoporozo, preiskovanci z osteoartrozo in zdravi 
preiskovanci. Delovni hipotezi H0 in Ha sta bili: 
 
H0: Med povprečnimi rangi ni razlik. 
Ha: Med povprečnimi rangi je razlika. 
 
Z Mann-Whitneyjevim testom pa smo ugotavljali, med katerimi skupinami je statistično 
značilna razlika.  
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
Najprej smo izračunali alelne in genotipske frekvence, nato pa še preverili, kakšne so 
pričakovane vrednosti genotipskih frekvenc s Hardy-Weinbergovo enačbo. Hi-kvadrat in 
Fisherjev natančni test smo uporabili za primerjavo porazdelitve genotipov med različnimi 
skupinami preiskovancev.  
Nato smo želeli ugotoviti še, ali kateri od preiskovanih polimorfizmov rs2296533 in 
rs7984870 v RANKL genu vpliva na in vivo izražanje RANKL-a v odvisnosti od genotipa 
in/ali diagnoze. Uporabili smo naslednje statistične metode: 
- s testom Shapiro-Wilk in testom Kolmogorov-Smirnov smo preverili normalnost 
porazdelitve spremenljivk, 
- Kruskal-Wallisov test smo uporabili za primerjavo izražanja RANKL-a v treh 
genotipskih podskupinah za vsak polimorfozem posebej, 
- Mann-Whitneyjev test smo uporabili za primerjavo izražanja RANKL-a v dveh 
skupinah, npr. osteoporozni bolniki/kontrolna skupina. 
Za statistično analizo podatkov smo uporabili programa IBM SPSS Statistics verzijo 22,0 
in Microsoft Office Excel verzijo v16,0. Kot mejo statistične značilnosti smo določili ∝=
0,05. V primeru, da je p ≤ ∝, zavrnemo H0 in sprejmemo Ha. 
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4.1 Izbira kandidatnih genov 
Polimorfizem rs2296533 smo izbrali na podlagi raziskav, izvedenih na Fakulteti za 
farmacijo v sklopu magistrske naloge Rebeke Borovnik z naslovom Vpliv sprememb G-
kvadrupleksa v promotorju gena TNFSF11 na njegovo aktivnost, v kateri so ugotovili 
vpliv omenjenega SNP-ja na aktivnost promotorja za RANKL in s tem povečano tveganje 
za osteoporozo.  
Polimorfizem rs7984870 pa smo izbrali na podlagi članka z naslovom: Polimorfizem 
RANKL-a v povezavi z nastopom revmatoidnega artritisa v mladosti (A Functional 
RANKL Polymorphism Associated With Younger Age at Onset of Rheumatoid Arthritis 
[33]), objavljenega v reviji Artritis & Revmatizem (ARTHRITIS & RHEUMATISM), v 
katerem opisujejo povezavo med omenjenim SNP-jem in povišano pojavnostjo 
revmatoidnega artritisa v mladosti. Poleg tega so v članku ugotovili tudi, da genotip CC 
polimorfizma rs7984870 v genu za RANKL vpliva na aktivnost promotorja za RANKL in 
izražanje gena za RANKL. 
4.2 Predstavitev preiskovancev   
V našo raziskavo smo vključili 166 slovenskih preiskovancev, 96 žensk in 55 moških, pri 
15 preiskovancih podatka o spolu nismo uspeli pridobiti. Starost pacientov je od 49. do 88. 
leta, povprečna starost pacientov pa je 68,5 let. Preiskovance smo razdelili v tri skupine: 
preiskovanci z OP, preiskovanci z OA in zdravi preiskovanci. Od 129 bolnih 
preiskovancev je bilo 75 bolnikov z osteoporozo in 54 z osteoartrozo, 24 preiskovancev je 
bilo zdravih in so služili kot kontrolna skupina, pri 15 preiskovancih podatka o diagnozi 
nismo uspeli pridobiti.  
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4.3 Predstavitev preiskovanih polimorfizmov SNP 1 in SNP 2 v genu za 
RANKL 
 
Za lažjo interpretacijo rezultatov smo pregledali literaturo in glavne značilnosti SNP 1 in 
SNP 2 predstavili v preglednici IV in na sliki 7.  
 
Preglednica IV: Primerjava glavnih značilnosti SNP 1 in SNP 2 (povzeto po [34 -37]). 
   (SNP 1)  (SNP 2) 
ALEL Nemutiran 
(X) 
 
T 
 
G 
Mutiran (Y) C C 
ALEL Pogostejši T G 
Redkejši C C 
Frekvenca manj pogostega 
alela (MAF) 
0,47 (C) 0,45 (C) 
Regija, v kateri se nahaja ekson intron 
Tip mutacije Sinonimna varianta 
posameznega nukleotida 
(sSNV) 
Intronska varianta (iSNV) 
 
 
Slika 7: SNP 1 in SNP 2 v genu za RANKL. Na sliki je prikazano zaporedje nukleotidov 
na kromosomu 13 v območju SNP 1 in SNP 2 v genu za RANKL, točna lokacija 
polimorfizmov in njuna medsebojna razdalja.  
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4.4 Ocena kvalitete izolata DNA 
Kvaliteto izolirane DNA smo preverjali na dva načina. Najprej smo izmerili koncentracijo 
DNA v izolatu s spektrofotometrično metodo, nato pa ugotavljali razgrajenost DNA z 
elektroforezo na agaroznem gelu.  
4.4.1 Merjenje koncentracije DNA v izolatu  
Za uspešno genotipizacijo smo potrebovali DNA določene koncentracije in čistosti, zato 
smo spektrofotometrično, z meritvijo pri 260 nm, določili koncentracijo DNA. Dodatne 
meritve smo izvedli pri valovnih dolžinah 230 nm in 280 nm, da smo lahko določili tudi 
čistost izolirane DNA. 
Koncentracije posameznih vzorcev izolirane DNA so bile od 120 ng/𝜇𝐿 do 2000 ng/𝜇𝐿, 
razen v primeru 4 vzorcev, katerih koncentracija je bila nižja od 50 ng/𝜇𝐿. Za 
genotipizacijo smo potrebovali DNA koncentracije 10 ng/𝜇𝐿, zato je bila koncentracija 
DNA ustrezna v vseh primerih. Razmerja A260/280 so bila pri vseh vzorcih med 1,8–2,2, 
kar nakazuje na majhno kontaminacijo s proteini. Razmerja A260/230 pa so bila v večjem 
razponu tega območja, in sicer med 1,3–2,5. To bi lahko pomenilo, da smo imeli prisotne 
tudi druge kontaminante (soli, topila, RNA), kljub temu so vsi vzorci dali dobre rezultate 
pri izvedbi genotipizacije.  
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4.4.2 Ugotavljanje razgrajenosti (fragmentiranosti) izolirane DNA  
Za uspešno genotipizacijo potrebujemo tudi kvalitetno DNA visoke integritete zato smo 
kvaliteto izolirane vzorce DNA preverili z agarozno elektroforezo. 
Slika 8: Črno-bela fotografija agaroznega gela elektroforeze vzorcev, izoliranih po 
modificiranem Millerjevem postopku. Legenda: M = molekulski označevalec velikosti 50– 
1000 bp. 
Vsi vzorci so prepotovali zelo kratko dolžino, imamo dolge molekule DNA visoke 
integritete, tudi signali so močni, kar nakazuje na visoko koncentracijo DNA molekule. 
Lise, ki so potovale dlje kot naša DNA, so fragmentirani delci naše DNA. Zaključimo 
lahko, da je izolirana DNA čista in kvalitetna in tako ustrezna za nadaljnje delo. 
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4.5 Določanje alelnih frekvenc preiskovanih skupin 
Zanimalo nas je, kakšen je delež posameznega alela SNP 1 in SNP 2 v genu za RANKL pri 
slovenski populaciji, zato smo iz podatkov genotipizacije izračunali alelne frekvence. 
Graf 1: Grafični prikaz alelnih frekvenc za mutirani alel za SNP 1 in SNP 2 po skupinah. Na 
osi x so predstavljene preiskovane skupine, na osi y pa so predstavljene frekvence (%) 
mutiranega alela, to je alel C za oba polimorfizma. 
 
Alelna frekvenca mutiranega alela vseh preiskovancev in preiskovank je 49,1 % v primeru 
SNP 1 in 48,8 % v primeru SNP 2. Mutiran alel je obenem tudi redkejši alel pri obeh SNP, 
kar je primerljivo s podatki iz literature (preglednica IV). V skupini preiskovancev z 
osteoartrozo pa se mutiran alel pojavi pogosteje, je v večini.  
SNP 1 SNP 2
VSI PREISKOVANCI 49,1 48,8
Preiskovanci z OP 46 46
Preiskovanci z OA 56,5 55,6
Zdravi preiskovanci 37,5 37,5
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4.5.1 Ugotavljanje vpliva SNP 1 in SNP 2 v genu za RANKL na dovzetnost za 
razvoj osteoporoze ali osteoartroze  
Klinični pomen in vpliv SNP 1 in SNP 2 v genu za RANKL na dovzetnost za razvoj 
osteoporoze ali osteoartroze lahko najbolje ovrednotimo s primerjavo zdravih in bolnih 
preiskovancev, zato smo primerjali skupino zdravih preiskovancev s skupinama 
preiskovancev z OP in preiskovancev z OA. Ker se v skupini preiskovancev z OA mutiran 
alel pojavlja z na videz večjo frekvenco kot v skupini preiskovancev z OP, smo primerjali 
tudi ti dve skupini. Primerjavo smo naredili s Fisherjevim natančnim testom, dostopnim na 
spletu (Social Science Statistics) [38].  
Preglednica V: Primerjava alelnih frekvenc SNP 1 in SNP 2 v genu za RANKL med 
preiskovanimi skupinami. 
Skupina 1 Skupina 2 P-vrednost za SNP 
1 
P-vrednost za SNP 
2 
Zdravi 
preiskovanci 
Preiskovanci z OP 0,321 0,321 
Zdravi 
preiskovanci 
Preiskovanci z 
OA 
0,037 0,056 
Preiskovanci z OP Preiskovanci z 
OA 
0,103 0,165 
Ničelno hipotezo, ki pravi, da med skupinama ni statistično značilne razlike v porazdelitvi 
alelov, smo sprejeli za vse kombinacije, razen pri primerjavi skupine zdravih 
preiskovancev s preiskovanci z OA za polimorfizem rs2296533. Bistveno večja frekvenca, 
s katero se pojavlja mutiran alel pri preiskovancih z osteoartrozo napram zdravih, je 
statistično značilna v primeru SNP 1, v primeru SNP 2 pa je P-vrednost na meji. Nismo 
zasledili nobene raziskave, kjer bi preiskovali polimorfizma rs2296533 in rs7984870 v 
povezavi z osteoartrozo, so pa preiskovali polimorfizem rs7984870 v povezavi z drugimi 
boleznimi. Vpliv polimorfizma rs7984870 so raziskovali Qian in sodelavci. Preverjali so 
alelne in genotipske frekvence zdravih in bolnikov z ankilozirajočim spondilitisom, vendar 
niso odkrili razlike med njimi. [39] Višjo prevalenco alela C v primerjavi z alelom G za 
polimorfizem rs7984870 pa so odkrili pri rakavih bolnikih, zdravljenih z zaviralci 
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aromataze, pri katerih so se stranski učinki pojavili na mišično-skeletnem sistemu [40] in 
pri samostojni atrijski fibrilaciji (ang. lone atrial fibrillation), tj. fibrilaciji brez pridruženih 
srčno-žilnih bolezni. [19]  
4.5.2 Primerjava alelnih frekvenc SNP 1 in SNP 2 v genu za RANKL med 
slovensko in drugimi populacijami  
Nato smo želeli ugotoviti, ali se alelne frekvence SNP 1 in SNP 2 v genu za RANKL 
slovenske populacije razlikujejo od drugih populacij. S Fisherjevim natančnim testom smo 
primerjali alelne frekvence mutiranega alela C slovenske populacije z alelnimi 
frekvencami alela C ostalih narodov iz študije 1000Genomes objavljene na spletu. [41, 42]    
Preglednica VI: Primerjava alelnih frekvenc alela C SNP 1 v genu za RANKL Slovencev 
z različnimi populacijami. 
Populacija Število preiskovancev Alelna frekvenca alela C (%) P-vrednost testa 
slovenska 24 37,5 / 
evropska 1006 47,12 0,242 
afriška 1322 55,90 0,013 
ameriška 694 41,60 0,656 
vzhodnoazijska 1008 44,44 0,380 
južnoazijska 978 39,0 0,882 
Preglednica VII: Primerjava alelnih frekvenc alela C SNP 2 v genu za RANKL Slovencev 
z različnimi populacijami. 
Populacija Število preiskovancev Alelna frekvenca alela C (%) P-vrednost testa  
slovenska 24 37,5 / 
evropska 1006 47,12 0,242 
afriška 1322 50,61 0,081 
ameriška 694 41,50 0,656 
vzhodnoazijska 1008 44,25 0,381 
južnoazijska 978 37,40 1,0 
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Za SNP 1 smo ugotovili, da se od slovenske populacije po alelnih frekvencah razlikuje 
afriška populacija. Za SNP2 nismo odkrili razlike med alelnimi frekvencami Slovencev v 
primerjavi z drugimi populacijami.  
Zaključimo lahko, da je delež mutiranega alela afriške populacije statistično značilno večji 
v primerjavi s slovensko populacijo v primeru SNP 1. Alelne frekvence mutiranega alela 
SNP 1 in SNP 2 Slovencev se ne razlikujejo od alelnih frekvenc evropske, ameriške ter 
vzhodno- in južnoazijske populacije.  
Vsekakor bi bilo zanimivo raziskati, zakaj prihaja do razlik med slovensko populacijo in 
populacijo Afričanov (v primeru SNP 1). Tukaj ostaja odprta možnost za nadaljnje študije.  
4.6 Določanje genotipskih frekvenc preiskovanih skupin 
Genotipsko frekvenco, ki predstavlja delež določenega genotipa v določeni populaciji, smo 
izračunali iz podatkov, pridobljenih z genotipizacijo za celotno skupino preiskovancev in 
za vse podskupine. Izračunali smo tudi pričakovane vrednosti po Hardy-Weinbergovi 
enačbi in P-vrednost testa, ki je napovedovalec uravnoteženosti populacije. 
Hardy-Weinbergovo pravilo je pravilo populacijske genetike in pravi, da bodo alelne in 
genotipske frekvence konstantne, če se informacija nespremenjeno prenaša iz generacije v 
generacijo in je neodvisna od evolucije. To velja samo, če populacija izpolnjuje pogoje: se 
razmnožuje samo spolno in je diploidna, je neskončno velika, je izolirana in ni migracij, 
izbira partnerja je naključna, alelne frekvence so enakomerno porazdeljene med spoloma in 
nima mutacij ali naravne selekcije. [29] 
Graf 2: Grafični prikaz genotipskih frekvenc SNP 1 (modra) in polimorfizma SNP 2 
(zelena) po skupinah. 
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Preglednica VIII: Genotipske frekvence SNP 1 in pričakovane genotipske frekvence po 
Hardy-Weinbergovi enačbi po skupinah. 
Podskupina Genotipske frekvence 
(%) 
(TT : TC : CC) 
Za SNP 1 
Pričakovane frekvence (%) 
po Hardy-Weinbergovi 
enačbi za SNP 1 
P-
vrednost 
VSI 
PREISKOVANCI 
22,3 : 57,2 : 20,5 25,9 : 50 : 24,1 0,06 
Preiskovanci z 
OP 
24 : 60 : 16 29,2 : 49,7 : 21,1 0,07 
Preiskovanci z 
OA 
18,5 : 50 : 31,5 19 : 49 : 32 0,90 
Zdravi 
preiskovanci 
33, 3 : 58,3 : 8,3 39,2 : 47,1 : 13,7 0,23 
 
Preglednica IX: Genotipske frekvence SNP 2 in pričakovane genotipske frekvence po 
Hardy-Weinbergovi enačbi po skupinah. 
Podskupina Genotipske 
frekvence 
(%) 
(TT : TC : CC) 
Za SNP 2 
Pričakovane frekvence (%) 
po Hardy-Weinbergovi 
enačbi za SNP 2 
P-
vrednost 
VSI 
PREISKOVANCI 
22,3 : 57,8 : 19,9 25,9 : 50 : 24,1 0,04 
Preiskovanci z OP 24 : 60 : 16 29,2 : 49,7 : 21,1 0,07 
Preiskovanci z 
OA 
18,5 : 51,9 : 29,6 19,8 : 49,5 : 30,7 0,71 
Zdravi 
preiskovanci 
33, 3 : 58,3 : 8,3 39,2 : 47,1 : 13,7 0,23 
Pogostost genotipov celotne preiskovane skupine je TT : TC : CC = 22,3 : 57,2 : 20,5 za 
SNP 1 in GG : GC : CC = 22,3 : 57,8 : 19,9 za SNP 2. Frekvenca genotipov nakazuje 
vezano dedovanje SNP 1 in SNP 2. Ujemanje genotipov obeh polimorfizmov smo 
ugotovili pri 165 vzorcih, to je 99,4 % vseh vzorcev. Edini genotip, ki se je med SNP 1 in 
SNP 2 razlikoval, smo večkrat preverili. Razliko smo potrdili ob vsaki ponovitvi. Kot 
možen vzrok je lahko dodaten polimorfizem, ki moti nalaganje sond ali začetnikov pri 
metodi TaqMan. To bi bilo treba proučiti, zato priporočamo, da se genotip preveri z drugo 
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genotipsko metodo (RFPL, SSCP ali drugo primerno metodo). 
V literaturi smo preverili in ugotovili, da sta SNP 1 in SNP 2 v vezavnem neravnovesju, 
kar pomeni, da se oba SNP dedujeta vezano. Takšno povezavo so drugi raziskovalci odkrili 
pri evropski, afriški, ameriški, vzhodnoazijski in južnoazijski populaciji. [43] 
Potrdili smo, da se genotipske frekvence preiskovanih skupin, v katere smo razdelili naše 
preiskovance, porazdeljujejo v skladu s Hardy-Weinbergovim ravnovesjem. Ugotovljene 
in pričakovane genotipske frekvence so znotraj pričakovanega območja, P-vrednost v vseh 
primerih presega mejo 0,05. Izjema je skupina vseh preiskovancev v primeru SNP 2, pri 
kateri je P-vrednost nižja od 0,05. Ta odstop od Hardy-Weinbergovega ravnovesja ni 
odločilen, saj je bila preiskovana skupina izbrana načrtno in ne naključno. Možnost napake 
pri genotipizaciji smo preverili in ovrgli. Precej nizka P-vrednost (0,07) je tudi v primeru 
skupine preiskovancev z osteoporozo, kar kaže na to, da je pri teh preiskovancih manjši 
delež nemutiranih homozigotov, kot bi pričakovali in večji delež heterozigotov in 
mutiranih homozigotov. Jingxuan Wang in sodelavci so to v svoji raziskavi potrdili, in 
sicer da je prevalenca osteoporoze in osteopenije večja v skupini preiskovancev z 
genotipom CC SNP 2 v primerjavi s preiskovanci z genotipom GG in GC [40].  
4.6.1 Primerjava pogostosti genotipov SNP 1 in SNP 2 v genu za RANKL med 
preiskovanimi skupinami 
Pri primerjavi alelnih frekvenc med skupinami smo odkrili razliko med skupino zdravih 
preiskovancev in preiskovancev z osteoartrozo, zato nas je zanimalo, ali obstaja razlika 
tudi med pogostostjo genotipov med skupinami. S Hi-kvadrat testom, dostopnim na spletu 
[38], smo preverili, ali se razporeditev genotipov med preiskovanimi skupinami statistično 
značilno razlikuje. Primerjali smo skupino zdravih preiskovancev s skupinama 
preiskovancev z OP in preiskovancev z OA in preiskovance z OP s preiskovanci z OA.   
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Preglednica X: Primerjava genotipskih frekvenc SNP 1 in SNP 2 v genu za RANKL med 
preiskovanimi skupinami. 
Skupina 1 Skupina 2 P-vrednost za SNP 1 P-vrednost za SNP 2 
Zdravi preiskovanci Preiskovanci z OP 0,50 0,50 
Zdravi preiskovanci Preiskovanci z OA 0,07 0,08 
Preiskovanci z OP Preiskovanci z OA 0,11 0,17 
P-vrednost je v vseh primerih večja od 0,05, kar pomeni, da rezultat ni statistično značilen, 
zato lahko sprejmemo našo ničelno hipotezo, ki pravi, da so vsi genotipi med skupinami 
enako verjetni. Kljub temu, da razlika genotipskih frekvenc med zdravimi preiskovanci in 
preiskovanci z osteoartrozo ni signifikantna, je na meji.  
SNP 1 in SNP 2 še niso raziskovali v povezavi z osteoartrozo, so pa Jingxuan Wang in 
sodelavci ugotovili, da se stranski učinki na mišično-skeletnem sistemu rakavih bolnikov, 
zdravljenih z zaviralci aromataze, pogosteje pojavljajo pri genotipu CC SNP 2. S tem 
genotipom pa so povezali tudi večjo serumsko koncentracijo kostnih markerjev CTX in 
PINP, kar nakazuje na povečano resorpcijo kosti. [40] Svetovna zdravstvena organizacija 
uvršča osteoartrozo med najpogostejše bolezni in stanja kostno-mišičnega sistema. [44] 
Poleg tega pa so Janet Huebner in sodelavci odkrili, da je marker CTX močno povezan s 
kostno premeno kolena, razvojem osteofitov in zoženjem sklepne špranje in s tem 
poslabšanjem osteoartroze. [45] 
Omenjena odkritja in naši rezultati, ki kažejo signifikantno večjo frekvenco alela C in 
genotipa CC pri preiskovancih z osteoartrozo v primerjavi z zdravimi, nakazujejo na 
genetsko povezanost genotipa CC z osteoartrozo.  
Frekvence genotipov nakazujejo na 99,4 % vezano dedovanje obeh SNP skupaj, zato smo s 
Kruskal-Wallisovim testom preverili, ali tudi enako vplivata na izražanje gena za RANKL. 
Kruskal-Wallisov test smo uporabili tudi za odkrivanje razlike v izražanju RANKL-a v 
odvisnosti od diagnoze, saj smo pri primerjavi alelnih frekvenc zdravih preiskovancev in 
preiskovancev z osteoartrozo odkrili razliko v alelnih frekvencah. Omenjeni test se 
uporablja za primerjavo več neodvisnih skupin. Najprej smo med sabo primerjali 
nemutirane homozigote, heterozigote in mutirane homozigote, nato pa še zdrave 
preiskovance, preiskovance z osteoporozo in preiskovance z osteoartrozo. V analizo smo 
vključili 52 vzorcev s podatki o izražanju RANKL-a. 
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Preglednica XI: Vpliv izražanja RANKL-a glede na genotip za SNP 1 in SNP 2. 
 SNP 1   SNP 2 
N Povprečje rangov 
izražanja gena 
RANKL 
N Povprečje rangov 
izražanja gena 
RANKL 
 
 
 
Genotip 
Nemutiran 
homozigot 
 
14 19,07 14 19,07 
Heterozigot 
 
30 28,27 30 28,27 
Mutiran 
homozigot 
8 32,88 8 32,88 
P-
vrednost 
  0,075 0,075 
 
Preglednica XII: Vpliv izražanja RANKL-a na diagnozo. 
 Izražanje RANKL-a 
N Povprečje rangov 
 
 
 
Diagnoza 
Kontrolna 
skupina 
 
24 19,17 
Osteoporoza 
 
23 43,87 
Osteoartroza 5 32,40 
P-vrednost  0,005 
 
Preglednica XIII: Primerjava izražanja RANKL-a med skupinami, glede na diagnozo. 
Diagnoza [povprečje rangov] P-vrednost 
Kontrolna skupina [18,0] Osteoporoza [30,3] 0,002 
Kontrolna skupina [13,7] Osteoartroza [21,2] 0,073 
Osteoporoza [14,6] Osteoartroza [14,2] 0,928 
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Kruskal-Wallisov test je pokazal, da se izražanje gena za RANKL v odvisnosti od 
genotipov SNP1 in SNP2 statistično značilno ne razlikuje, se pa statistično značilno 
razlikuje v odvisnosti od diagnoze. To pomeni, da genotipi ne vplivajo na izražanje 
RANKL-a. V nasprotju pa smo pričakovano dokazali, da je izražanje signifikantno najvišje 
pri OP, nato pri OA in najnižje pri v zdravem kontrolnem kotnem tkivu.   
Kljub temu smo analizo nadaljevali. Združili smo vse bolnike, ki so imeli najmanj en alel 
mutiran (CC+TC za SNP1 in CC+GC za SNP2), ter jih primerjali z nemutiranimi genotipi, 
torej z bolniki brez mutiranega alela t. j. z genotipom TT (SNP1) oziroma GG za SNP2. 
Uporabili smo Mann-Whitneyjev test, ki se uporablja za primerjavo dveh neodvisnih 
skupin. Rezultate primerjave prikazuje preglednica XIV. 
Preglednica XIV: Vpliv mutiranega alela na izražanje gena RANKL. 
  
SNP 1 
 
SNP 2 
N Povprečje rangov 
izražanja gena 
RANKL 
N Povprečje rangov 
izražanja gena 
RANKL 
 
Genotip 
Nemutiran 
homozigot 
14 267 14 267 
Mutiran 
homozigot + 
heterozigot 
 
38 1111 38 1111 
P-
vrednost 
  0,032 0,032 
 
Rezultati kažejo (p = 0,032), da je med skupinama statistično značilna razlika. Zaključimo 
lahko, da prisotnost vsaj enega mutiranega alela signifikantno poveča izražanje gena 
RANKL v kostnem tkivu.  
Raziskava, na podlagi katere smo izbrali SNP 2, je povezala genotip CC s povečanim 
izražanjem topne oblike RANKL-a v T-celicah pri pacientih z revmatoidnim artritisom, 
vendar samo pri pacientih, ki so bili obenem pozitivni na revmatoidni dejavnik (angl. 
rheumatoid factor). Povečano izražanje RANKL-a naj bi bila posledica tvorbe vezavnega 
mesta za transkripcijski faktor SOX-5 in tako spremenjenega prepisovanja genov. [33] 
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Povišano izražanje RANKL-a za genotip CC SNP 2 so odkrili Cao in sodelavci, v vzorcih 
avrikule levega atrija (angl. left atrial appendage – LAA). CC genotip pa so povezali tudi z 
večjim tveganjem za samostojno atrijsko fibriacijo in ponovitev atrijske fibrilacije po 
vstavitvi katetra pri pacientih z LAA. [19] To odkritje bi lahko bilo pomembno zaradi 
povezanosti kostnega in vaskularnega sistema in zaradi novih pristopov k zdravljenju 
osteoporoze. Na povezanost teh dveh sistemov opozarjajo Marcello Rattazzi in sodelavci, 
ki so v svoji raziskavi odkrili, da se izražanje RANKL-a pri bolnicah z osteoporozo 
bistveno zmanjša po zdravljenju z atorvastatinom, učinkovino za preprečevanje srčno-
žilnih bolezni. [46]  
Z našo raziskavo smo tako dodatno povezali še genotip CC in TC za SNP 1 ter CC in GC 
za SNP 2 s povečanim izražanjem gena RANKL-a v kostnem tkivu pri preiskovancih z 
osteoporozo in osteoartrozo.  
V preglednem članku Walsh in Yongwon ugotavljata, da se povečano izražanje RANKL-a 
pojavlja v celicah kostnega mozga in v limfocitih B pri preiskovankah z osteoporozo in da 
je povečana izguba kostnine zaradi osteoporoze prav tako posledica povečanega izražanja 
RANKL-a tudi pri hormonski terapiji bolnikov z rakom dojke in rakom prostate. [47] 
Podobno so v svoji raziskavi ugotovili Guitty Eghbali-Fatourechi in sodelavci. Povečano 
izražanje RANKL-a so ugotovili v mezenhimskih matičnih celicah, limfocitih T in B pri 
pomenopavznih ženskah, zaradi pomanjkanja estrogena in povečane koncentracije kostnih 
markerjev CTX in ATX. [48]  
Z našo raziskavo smo tako dodatno povezali še kostno tkivo s povečanim izražanjem gena 
RANKL pri preiskovancih z osteoporozo.  
Povezavo med osteoporozo in osteoartrozo so preiskovali že številni avtorji, ki jih v 
preglednem članku omenjata Fokter in Bukovnik. Obratno sorazmerje med osteoporozo in 
osteoartrozo povezujeta predvsem z različno mineralno kostno gostoto med obema 
boleznima. Preiskovanci z osteoporozo naj bi imeli višje vrednosti MKG in posledično 
večjo sposobnost tvorbe osteofitov. [7] V svoji raziskavi so tudi Leto Antoniades in 
sodelavci potrdili obratno sorazmerje med osteoartritisom kolka in mineralno kostno 
gostoto stegnenice. Zaradi omenjenega obratnega sorazmerja in povečane vrednosti MKG 
pri bolnikih z osteoartrozo predpostavljajo skupno genetsko osnovo obeh bolezni. [49]  
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V naši raziskavi smo se dotaknili genetskega nivoja bolezni. Preverili smo, kakšno je 
izražanje gena RANKL pri obeh boleznih, statistične razlike v izražanju RANKL-a v 
kostnem tkivu med osteoporozo in osteoartrozo nismo odkrili. Ugotovili smo signifikantno 
povečano izražanje gena RANKL pri preiskovancih z osteoporozo v primerjavi z zdravimi 
preiskovanci. Povečano pa je tudi izražanje RANKL-a pri preiskovancih z osteoartrozo v 
primerjavi z zdravimi preiskovanci, čeprav ne signifikanto, je pa na meji (p = 0,07). 
Povečano izražanje RANKL-a obeh boleznih v primerjavi z zdravimi bi lahko nakazovalo 
na skupno genetsko ozadje. Kot smo že omenili v uvodu, se RANKL v osteoartroznih 
hondorcitih izraža samo v topni obliki in zato njegov učinek ne more biti enak kot v 
kostnini. Povečano izražanje RANKL-a so odkrili tudi v sinovialnih celicah vnetih 
sklepov. [50] Te ugotovitve nakazujejo, da ima RANKL vpliv na obe bolezni, vendar je 
njegova vloga najverjetneje različna.  
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5 SKLEP  
V magistrski nalogi smo proučevali SNP 1 in SNP 2 v genu za RANKL ter njun vpliv na 
izražanje RANKL-a v humanem kostnem tkivu pri bolnikih z osteoporozo in osteoartrozo. 
Naše ugotovitve so:  
• Pogostost genotipov za SNP1 je TT : TC : CC = 22,3 : 57,2 : 20,5, medtem ko za 
SNP 2 znaša GG : GC : CC = 22,3 : 57,8 : 19,9. Temu ustrezno znaša pogostost 
alelov za SNP1 T = 49,1 %, C = 50,9 %, za SNP2 pa znaša G = 51,2 % C = 48,8 %;  
Frekvenca genotipov nakazuje 99,4 % vezano dedovanje SNP 1 in SNP 2.  
• Genotipska frekvenca mutiranega genotipa CC je bila najvišja v skupini 
preiskovancev z osteoartrozo (OA), sledi jim skupina preiskovancev z osteoporozo 
(OP), najnižja pa je bila v skupini zdravih preiskovancev, vendar razlike med 
skupinami niso bile statistično značilne. (p = 0,06 za SNP 1 in p = 0,08 za SNP 2).  
Pri tem se je mutiran alel (C) SNP 1 pri bolnikih z osteoartrozo pojavljal 
signifikantno pogosteje kot pri zdravih (p = 0,037). 
• Frekvenca mutiranega alela (C) v slovenski populaciji je primerljiva z evropsko, 
ameriško ter vzhodno- in južnoazijsko populacijo, od afriške pa se razlikuje samo v 
primeru SNP1, kar pripisujemo razlikam v rasi.  
• Pri oceni vpliva polimorfizmov na izražanje gena za RANKL v kostnem tkivu smo 
ugotovili, da je izražanje RANKL-a statistično značilno višje pri osebah z najmanj 
enim mutiranim alelom C (p = 0,032), čeprav razlik med tremi genotipskimi 
podskupinami (za noben polimorfizem) nismo zaznali.  
• Izražanje gena za RANKL se statistično značilno razlikuje v odvisnosti od 
diagnoze. Izražanje je signifikantno najvišje pri OP (p = 0,002), nato pri OA (p = 
0,073) in najnižje v zdravem kontrolnem kotnem tkivu.   
   
 
 
 
 
50 
 
Zaključimo lahko, da predstavlja alel C rizičen alel pri obeh polimorfizmih, saj je povezan 
z značilno višjim izražanjem gena za RANKL in s tem z intenzivnejšo kostno razgradnjo. 
Pri preiskovancih z osteoartrozo pa smo ugotovili statistično značilno večjo frekvenco tega 
alela v primerjavi z zdravimi preiskovanci. Nadalje smo pričakovano dokazali povečano 
izražanje RANKL-a pri preiskovancih z osteoporozo. Oba zaključka nakazujeta, da 
proučevana genetska polimorfizma v genu za RANKL prispevata h genetski nagnjenosti k 
osteoporozi in osteoartrozi.  
 
  
 
51 
 
6 LITERATURA 
[1] M. Čokolič, M. Glaser, R. Komadina, B. Pečovnik-Balon: Novosti v osteologiji: 
monografija III. Osteoloških dnevov z mednarodno udeležbo, Univerzitetni klinični center, 
Maribor, 2011; 99–104, 139–156. 
[2] T. Ono, T. Nakashima: Recent advances in osteoclast biology. Histochemistry and Cell 
Biology, 149, 2018; 325–341.  
[3] L. G. Raisz: Physiology and Pathophysiology of Bone Remodeling, Clinical Chemistry, 
45, 1999; 1353–1358. 
[4] S. Theoleyre, Y. Wittrant: The molecular triad OPG/RANK/RANKL: involvement in 
the orchestration of pathophysiological bone remodeling, Elsevier, Cytokine& Growth 
Factor Reviews, 15, 2004, 457–475. 
[5] B. F. Boyce, L. Xing: Biology of RANK, RANKL and osteoprotegerin, Arthritis 
Research & Therapy, 9, 2007; 1–7. 
[6] N. Renema, B. Navet, M.-F. Heymann, F. Lezot, D. Heyman: RANK–RANKL 
signalling in cancer, Bioscience Reports, 36, 2016; 1–17. 
[7] M. Čokolič, M. Glaser, R. Komadina, B. Pečovnik-Balon: Novosti v osteologiji: 
monografija vabljenih predavanj II. osteoloških dnevov, Univerzitetni klinični center, 
Maribor, 2009; 44–49,146–150. 
[8] C. A. O'Brien: Control of RANKL Gene Expression, Bone, 46, 2010; 911–919. 
[9] S. Mencej Bedrač, J. Marc: Sistem RANKL/RANK/OPG – nova tarča za zdravila za 
zdravljenje osteoporoze, Farmacevtski vestnik, 59, 2008: 175–178. 
[10] B. F. Boyce, L. Xing: Functions of RANKL/RANK/OPG in bone modeling and 
remodeling, Elesevier, Archives of Biochemistry and Biophysics, 473, 2008; 139–146. 
[11] M. Phimphilai, Z. Zhao, H. Boules, H. Roca, R. T. Franceschi: BMP Signaling Is 
Required for RUNX2-Dependent Induction of the OsteoblastPhenotype, JOURNAL OF 
BONE AND MINERAL RESEARCH, 21, 2006: 637–646. 
[12] M. Asagiri, H. Takayanagi: The molecular understanding of osteoclast differentiation, 
Bone, 40, 2007; 251–264. 
[13] J. Hee Park, N. K. Lee, S. Young Lee: Current Understanding of RANK Signaling in 
Osteoclast Differentiation and Maturation, Molecules and Cells, 40, 2017; 706–713. 
[14] S. H. Ralston: Genetic determinants of susceptibility to osteoporosis, Current Opinion 
in Pharmacology, 3, 2003; 286–290. 
 
52 
 
[15] T. Kocjan, J. Govc Eržen: Protokol vodenja bolnikov z osteoporozo, 1. izdaja, 
Slovensko osteološko društvo, Ljubljana, 2016; 2–17. 
[16] M. Doherty: Colour Atlas and Text of Osteoarthritis, Wolfe, London, 1994: 12–25. 
[17] B. Kovács, E. Vajda, E. E. Nagy: Regulatory Effects and Interactions of the Wnt and 
OPG-RANKL-RANK Signaling at the Bone-Cartilage Interface in Osteoarthritis, 
International Journal of Molecular Sciences, 2019; 1–28. 
[18] C. T. Appleton: Osteoarthritis year in review 2017: biology, Osteoarthritis and 
Cartilage, 26, 2018; 296–303. 
[19] H. Cao, W. Xu, X. Chen, Q. Zhou: Functional promoter −1816C>G variant of 
RANKL predicts risk and prognosis of lone atrial fbrillation, Heart and Vessels, 34, 2019; 
151–158   
[20] M. Čokolič, R. Hojs, Radovan, M. Glaser: I. osteološki dnevi strokovni sestanek, 
namenjen zdravnikom, ki obravnavajo osteoporozo in njene posledice, Zbornik referatov, 
Univerzitetni klinični center, Maribor, 2007; 16–21.  
[21] M. Fernández-Moreno, I. Rego, V. Carreira-Garcia: Genetics in Osteoarthritis, Curr 
Genomics, 9(8), 2008: 542–547. 
[22] U. Pečar Fonović, N. Obermajer, Z. Jevnikar, B. Mirković, M. Rojnik, A. Pišlar, J. 
Kos: Vaje iz farmacevtske biokemije, Univerza v Ljubljani Fakulteta za farmacijo, 
Ljubljana, 2014; 72–75. 
[23] P. Molek, M. Vodnik, M. Ravnikar, T. Bratkovič: Skripta za vaje iz farmacevtke 
biotehnologije, Univerza v Ljubljani Fakulteta za farmacijo, Ljubljana, 2012: 26–29. 
[24] ThermoFisher Scientific, TaqMan™ Universal Master Mix II, with UNG. Dostopno 
na spletu januarja 2020: 
 https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4440038#/4440038  
[25] Longo M. C.: Use of uracil DNA glycosylase to control carry-over contamination in 
polymerase chain reaction, Gene, 1990; 125–128. 
[26] ThermoFisher Scientific, TaqMan™ SNP Genotyping Assay. Dostopno na spletu 
maja 2020: 
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4351379#/4351379 
[27] Wikipedija, The free encyclopedia: TaqMan. Dostopno na spletu maja 2020: 
https://en.wikipedia.org/wiki/TaqMan 
 
53 
 
[28] M. Arya, I. S. Shergill, M. Williamson: Basic principles of real time quantitative PCR, 
Expert Review of Molecular Diagnostics, 5, 2005; 209–219. 
[29] Wikipedija, The free encyclopedia: Hardy-Weinberg principle. Dostopno na spletu 
maja 2020: 
https://en.wikipedia.org/wiki/Hardy–Weinberg_principle 
[30] Šušter Erjavec, H.: Analiza podatkov s SPSS, 2.izdaja, Fakulteta za komercialne in 
poslovne vede, Celje, 2013: 46–51, 96–106, 135–143. 
[31] McHugh M. L.: The Chi-square test of independence, Biochem medica, 2013; 143–
149. 
[32] Bolton S., Bon C., Pharmaceutical Statistics Practical and Clinical Applications, 
Marcel Dekker Inc, 2004; 464–505. 
[33] W. Tan, H. Wu, J. Zhao: A Functional RANKL Polymorphism Associated With 
Younger Age at Onset of Rheumatoid Arthritis, ARTHRITIS & RHEUMATISM, 62, 
2010; 2864–2875. 
[34] eEnsembl, rs2296533 Population genetics. Dostopno na spletu maja 2020: 
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=13:42573929-
42574929;v=rs2296533;vdb=variation;vf=35686595 
[35] eEnsembl, rs7984870 Population genetics. Dostopno na spletu maja 2020: 
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=13:42571846-
42572846;v=rs7984870;vdb=variation;vf=36567148 
[36] National Library of Medicine, Reference SNP rs2296533. Dostopno na spletu junija 
2020: 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?do_not_redirect&rs=rs2296533 
[37] National Library of Medicine, Reference SNP rs7984870. Dostopno na spletu junija 
2020: 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?do_not_redirect&rs=rs7984870 
[38] Social Science Statistics, Fisher Exact Test Calculator for 2 x 2 Contingency Table. 
Dostopno na spletu maja 2020:  
https://www.socscistatistics.com/tests/ 
[39] B. Qian, X. Wang, Y. Qiu, J. Jiang, M. liang Ji: Fan FengAssociation of receptor 
activator of nuclear factor-kappaB ligand (RANKL) gene polymorphisms with the 
susceptibility to ankylosing spondylitis: a case–control study. 
 
54 
 
[40] J. Wang, K. Lu, Y. Song: RANKL and OPG Polymorphisms Are Associated with 
Aromatase Inhibitor-Related Musculoskeletal Adverse Events in Chinese Han Breast 
Cancer Patients, PLoS ONE, 10 (7), 2015; 1–17. 
[41] National Library of Medicine, Allele Frequency. Dostopno na spletu maja 2020: 
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs2296533#frequency_tab 
[42] National Library of Medicine, Allele Frequency. Dostopno na spletu maja 2020: 
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs7984870#frequency_tab 
[43] eEnsembl, Linkage Disequilibrium. Dostopno na spletu avgusta 2020: 
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/HighLD?db=core;r=13:42573929-
42574929;v=rs2296533;vdb=variation;vf=35686595;second_variant_name=rs7984870 
[44] World Health Organization, Musculoskeletal conditions. Dostopno na spletu junija 
2020: 
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/musculoskeletal-conditions 
[45] J. Huebner, A. C. Bay-Jensen, K. M. Huffman, Y.He: ALPHA-CTX is associated with 
subchondral bone turnover and predicts progression of joint space narrowing and 
osteophytes in osteoarthritis, Arthritis Rheumatol, 66(9), 2014: 2440–2449. 
[46] M. Rattazzi, E. Faggin, R. Buso, R. Di Virgilio: Atorvastatin Reduces Circulating 
Osteoprogenitor Cells and T-Cell RANKL Expression in Osteoporotic Women: 
Implications for the Bone–Vascular Axis, Cardiovascular Therapeutics, 34(1), 2016: 13–
20. 
[47] M. C. Walsh, Y. Choi: Biology of the RANKL–RANK–OPG system in immunity, 
bone, and beyond, Frontiers in Immunology, 5 (511), 2014: 1–11. 
[48] G. Eghbali-Fatourechi, S. Khosla, A. Sanyal, W. J. Boyle, D. L. Lacey: Role of 
RANK ligand in mediating increased bone resorption in early postmenopausal women, J 
Clin Invest, 111(8), 2003:1221–1230. 
[49] L. Antoniades, A. J. MacGregor, M. Matson, T. D. Spector: A cotwin control study of 
the relationship between hip osteoarthritis and bone mineral density, Arthritis & 
Rheumatism, 43(7), 2000: 1450–1455. 
[50] J. C.Gallagher: Advances in bone biology and new treatments for bone loss, 
Maturitas, 60(1), 2008: 65–69. 
  
 
55 
 
7 PRILOGE 
Priloga 1: Rezultati genotipizacije 
Preglednica XV: Rezultati genotipizacije vzorcev izoliranih po modificiranem 
Millerjevem postopku v sklopu te naloge.  
 
 
 
 
 
 
št. Vzorca
genotip 
rs2296533 
genotip 
rs7984870 št. Vzorca
genotip 
rs2296533 
genotip 
rs7984870 št. Vzorca
genotip 
rs2296533 
genotip 
rs7984870
SM1 TC GC SM23 TC GC BOBI21 TT GG
SM2 TC GC SM26 TC GC BOBI22 TC GC
SM3 TC GC SM27 CC CC BOBI23 TC GC
SM4 TT GG BOBI1 TC GC BOBI24 CC CC
SM5 TC GC BOBI2 TC GC BOBI25 CC CC
SM6 TC GC BOBI3 CC CC BOBI26 TT GG
SM7 TT GG BOBI5 TC GC BOBI27 TC GC
SM8 TC GC BOBI6 TT GG OBV1 TC GC
SM9 TC GC BOBI7 TC GC OBV4 TT GG
SM10 TC GC BOBI8 TC GC OBV5 TC GC
SM11 TT GG BOBI9 TC GC OBV6 TC GC
SM12 TC GC BOBI10 TC GC OBV7 TC GC
SM13 TT GG BOBI11 TC GC OBV8 CC CC
SM14 TT GG BOBI12 CC CC OBV9 CC CC
SM15 TT GG BOBI13 TC GC OBV10 CC CC
SM16 TC GC BOBI14 TT GG OBV11 TC GC
SM17 TT GG BOBI15 TC GC OBV12 CC CC
SM18 TT GG BOBI16 TT GG OBV13 TC GC
SM19 TC GC BOBI17 TC GC OBV14 TC GC
SM20 TC GC BOBI18 TT GG OBV15 CC CC
SM21 CC CC BOBI19 TC GC
SM22 TC GC BOBI20 TC GC
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Preglednica XVI: Rezultati genotipizacije predhodno izoliranih vzorcev.  
 
 
 
št. vzorca
genotip 
rs2296533 
genotip 
rs7984870 št. vzorca
genotip 
rs2296533 
genotip 
rs7984870 št. vzorca
genotip 
rs2296533 
genotip 
rs7984870
c1 TC GC c67 CC GC C162 TT GG
c2 CC CC c70 CC CC C163 TC GC
c3 TC GC c72 TC GC C164 TC GC
c4 TT GG c73 TC GC C170 TC GC
c5 CC CC c76 TT GG C179 TT GG
c6 TC GC c77 TC GC C181 TC GC
c7 CC CC c78 TC GC C182 TC GC
c8 TC GC c79 CC CC C183 TC GC
c9 TC GC c81 TT GG C186 TT GG
c10 CC CC c82 CC CC C187 TT GG
c12 TC GC c84 TT GG C188 CC CC
c13 TT GG c88 TC GC C189 CC CC
c14 TC GC c89 CC CC C190 TC GC
c31 TC GC c90 CC CC C191 TC GC
c35 TC GC c91 TT GG C302 TT GG
c36 TC GC c92 CC CC C303 TC GC
c37 TC GC c94 TC GC C304 TT GG
c38 TC GC c96 CC CC C306 CC CC
c39 CC CC c97 TC GC C311 CC CC
c40 CC CC C103 TT GG C312 TC GC
c41 TC GC C107 TC GC C313 CC CC
c42 CC CC C108 TC GC C315 TC GC
c43 TC GC C114 TC GC C317 TT GG
c44 TC GC C117 CC CC C318 TC GC
c45 TC GC C121 TT GG C319 TC GC
c46 TT GG C123 TC GC C323 TC GC
c47 TC GC C125 TC GC C324 TC GC
c48 TC GC C133 TT GG C325 TC GC
c49 TC GC C135 TC GC C335 TC GC
c51 TC GC C136 TT GG C336 TT GG
c52 TC GC C138 TT GG C339 CC CC
c53 TT GG C141 CC CC C340 TC GC
c55 TC GC C144 TC GC
c60 TT GG C145 TC GC
c64 TC GC C154 TC GC
